Recursos genéticos de olivo: evaluación de la resistencia a la verticilosis de variedades de Olea europaea L. del Banco de Germoplasma Mundial de olivo (IFAPA, Alameda del Obispo) by García Ruiz, Gloria María
     
TITULO: Recursos genéticos de olivo: evaluación de la resistencia a la
verticilosis de variedades de olea europaea L. del banco de
germoplasma mundial de olivo (IFAPA, Alameda del Obispo).
AUTOR: Gloria María García Ruiz
© Edita: Servicio de Publicaciones de la Universidad de Córdoba. 2014 
Campus de Rabanales
Ctra. Nacional IV, Km. 396 A
14071 Córdoba
www.uco.es/publicaciones
publicaciones@uco.es
 
  
 
ESCUELA TÉCNICA SUPERIOR DE INGENIEROS 
AGRÓNOMOS Y MONTES 
 
DEPARTAMENTO DE AGRONOMÍA 
 
 
 
RECURSOS GENÉTICOS DE OLIVO: EVALUACION DE LA  RESISTENCIA A LA 
VERTICILOSIS DE VARIEDADES DE Olea europaea L. DEL BANCO DE 
GERMOPLASMA MUNDIAL DE OLIVO (IFAPA,  ALAMEDA DEL OBISPO) 
 
 
 
 
Doctoranda:  
Dña. Gloria María García Ruiz 
 
 
Director:  
Dr. D. Francisco Javier López Escudero 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Córdoba, Octubre 2014 
 
 
 

 

 

 
 Instituto de Investigación y Formación Agraria y Pesquera 
CONSEJERÍA DE AGRICULTURA, PESCA Y DESARROLLO RURAL 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los trabajos incluidos en esta Tesis Doctoral han sido subvencionados por el 
IFAPA (Consejería de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucía) y 
financiados por el Programa Operativo del Fondo Social Europeo 2007-2013 de 
Andalucía, en el ámbito de actuación prioritario del Eje 3 (Aumento y mejora del 
capital humano), en un 80%. Los Proyectos que han ayudado a financiar gran parte de 
los trabajos han sido: Ministerio de Ciencia e Innovación, cofinanciados por el 
programa Europeo FEDER (AGL 2011-30137); y FEDER-INIA (RTA 2010-00013-C02-01, 
RFP 2009-00008-C02-01 y RFP 2012-00005).  
 
 
La doctoranda Dª. Gloria Mª García Ruiz, a su vez ha sido beneficiaria de una 
beca predoctoral del IFAPA del programa de formación de personal investigador, en el 
tema Recursos genéticos de olivo: evaluación por tolerancia a Verticilosis y 
caracterización agronómica, concedida mediante Resolución de 2 de noviembre de 
2010 (BOJA nº 220, de fecha 11 de noviembre). 
 
  
 
 NOTA ACLARATORIA 
 
 
 
La titularidad de la Dirección de la presente Tesis Doctoral fue iniciada por los 
doctores Dña. Carmen Del Río Rincón y D. Fco. Javier López Escudero, con un conjunto 
de objetivos a desarrollar tanto en el IFAPA centro Alameda del Obispo como en la 
Universidad de Córdoba.  
 
Transcurridos dos años de su inicio, se produjo el trágico y repentino 
fallecimiento de Dña. Carmen Del Río, hecho que derivó en el cambio de parte de los 
objetivos iniciales de la Tesis, en el título de ésta y en la titularidad de su Dirección, que 
fue realizada en exclusiva por D. Fco. Javier López Escudero. Todos estos cambios 
fueron decididos entre los inmediatos responsables de la beca IFAPA de la que la 
doctoranda ha sido beneficiaria y el Director de la Tesis. Así, la práctica totalidad de los 
experimentos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Patología Agroforestal, 
perteneciente al Departamento de Agronomía de la Universidad de Córdoba. 
  
 
AGRADECIMIENTOS 
 
Esta es la parte que siempre cuesta más escribir, ya que a veces puedes 
olvidarte a alguna persona que ha intervenido en un determinado momento, y sin la 
cual esta Tesis no hubiera sido posible. 
 
En primer lugar, agradecer al IFAPA el haberme concedido una de las 20 becas 
predoctorales de la Resolución de 2 de noviembre de 2010 (BOJA nº 220, de fecha 11 
de noviembre), sin la cual no hubiera podido costear gran parte de mi formación y 
asistencia a jornadas y congresos. 
 
Al Laboratorio de Patología Agroforestal (Departamento de Agronomía) de la 
Universidad de Córdoba, por haberme ‘acogido’ para la realización de esta Tesis 
Doctoral, ya que casi la totalidad de mi trabajo lo realicé allí. Todos me habéis hecho 
sentir como una más del laboratorio. 
 
A mi difunta tutora y directora de Tesis del IFAPA, Dña. Carmen Del Río, por 
haberme escogido para la realización de esta tesis y su apoyo y enseñanza durante el 
tiempo que estuve trabajando con ella. A las “niñas” del laboratorio del Banco de 
Germoplasma del IFAPA, Transi y Lola, por su inestimable ayuda durante la 
propagación y mantenimiento de las variedades de olivo. 
 
A Angjelina Belaj, por convertirse en mi tutora sustituta, a pesar de su falta de 
tiempo. Mil gracias por serlo, ya que me has facilitado muchos de los trámites 
administrativos y me has dado algún que otro consejo, aunque no seas mi directora 
‘oficial’. 
 
A mi Director, Fco. Javier López Escudero, que me ha apoyado cuando estaba a 
punto de tirar la toalla al año y medio de empezar la tesis y ha procurado que termine 
todo a tiempo, a pesar de que a veces nos den ganas de “meterle fuego a las plantas” 
cuando la inoculación sale mal y no sabemos el por qué. 
 
Al que considero mi ‘Codirector en funciones’, Carlos Trapero, por solventarme 
las mil y una dudas que me han ido surgiendo a lo largo de la tesis y por ayudarme en 
todo lo que ha sido posible. Llegarás muy lejos. 
 
Al Dr. Jelle A. Hiemstra, por permitirme hacer las dos estancias durante mi tesis 
en el centro PPO de Lisse, perteneciente a la Universidad de Wageningen (Holanda). 
Gracias también a Mojtaba, Ellen, Leo, Hennie, Jet, Miriam, Suzanne, Trees, Marjoke, 
Robert, Diane… por hacerme sentir como en casa. Nunca olvidaré esa increíble 
experiencia. 
 
A Mario Pérez, por participar desinteresadamente en muchas de las 
inoculaciones que he realizado y por aguantar algunas de las charlas que hemos tenido 
a lo largo de estos años. A Ángela Varo y a Joaquín Romero, por ofrecerme su ayuda y 
colaborar en algunos de los experimentos realizados. Mil gracias a los tres. 
 
A Eduardo Ostos, por hacerme reír contando alguna de sus anécdotas, que a 
veces hace falta parar y desconectar, y tomar un poco de bizcocho integral…  
 
A Francisco, Paco, el ‘cuñado’ y Paqui, ya que todos ellos hicieron posible 
muchos de los ensayos que monté, con interminables horas de inoculación y más de 
3000 plantas inoculadas, que se dice pronto. Gracias por vuestra inestimable ayuda. 
 
A Mª Ángeles Fernández, que me ha facilitado muchos trámites y me ha tenido 
al tanto de todo lo necesario para moverme como pez en el agua en el departamento. 
Y por nuestros ratillos de charla, que nunca vienen mal para desconectar de la rutina. 
 
A los profesores Antonio Trapero, Luis Roca y Juan Moral, y a Mª Carmen Raya, 
por estar ahí y prestar sus conocimientos cuando me hicieron falta. Vuestra compañía 
fue realmente grata.  
 
A mis 18 compañeros de beca del IFAPA, “los koalas”, con los que he podido 
compartir más de un buen rato, y que me han hecho ver la institución y la vida de otra 
manera. Nunca olvidaré esas risas que nos echamos jugando al ping-pong en el IFAPA 
de Cabra durante uno de los cursos, ni a nuestro amigo ‘Tukey’, que no nos dejó 
dormir alguna que otra calurosa noche.  
 
A mi familia, por estar ahí cuando la he necesitado, y haberme dado cobijo de 
nuevo en mi habitación durante estos cuatro años. 
 
Por último, a mi marido Jesús Pablo, por apoyarme y animarme a aceptar la 
beca e irme de estancia al extranjero. Han sido cuatro años complicados por estar 
separados a causa de las circunstancias laborales, que afortunadamente llegan a su fin. 
 
A todos, gracias. 
 
 
 
 RESUMEN 
 
El olivo, Olea europaea L., es una de las plantas cultivadas de mayor antigüedad 
y cuenta con unas 1200 variedades descritas en los principales países productores, 
además de otras obtenidas mediante cruzamientos en programas de mejora varietal. 
Entre las zonas de producción destaca la Cuenca Mediterránea, siendo España el país 
productor que ocupa el primer lugar, y Andalucía la región olivarera de mayor 
importancia del país. Así, el olivo hoy en día posee una gran importancia económica, 
social y ecológica a nivel mundial y, de hecho, el beneficioso aceite de oliva es la base 
de la saludable dieta Mediterránea. 
Sin embargo el cultivo del olivo se ve amenazado por diversos factores de 
origen biótico (plagas de insectos y enfermedades, conocidas o nuevas) o abiótico 
(erosión, cambio climático, etc.), siendo éstos de gran relevancia en aquellas nuevas 
áreas geográficas donde el cultivo se está extendiendo. Actualmente, la verticilosis del 
olivo (VO), causada por el hongo Verticillium dahliae, es considerada la enfermedad 
más importante de este cultivo, afectando prácticamente a casi todas las áreas donde 
es cultivado, en cuyas zonas causa una elevada mortalidad de árboles. El control de 
esta enfermedad es complejo y es necesario el uso de una estrategia de lucha 
integrada que aplique todas las medidas de control disponibles. Entre ellas, el uso de 
genotipos resistentes es la medida más económica, segura y efectiva. Por ello, la 
búsqueda de cultivares resistentes en el material genético disponible en los Bancos de 
Germoplasma es un objetivo principal en la lucha integrada contra esta devastadora 
enfermedad. 
La evaluación de variedades del Banco de Germoplasma Mundial de Olivo 
(BGMO) del IFAPA de Córdoba, se ha ido desarrollando a lo largo de los años en los que 
se ha realizado la presente Tesis, evaluándose casi 150 variedades del Banco al 
patotipo defoliante de V. dahliae. La mayoría de los cultivares evaluados fueron 
españoles (62.4%) y, dentro de estos, más del 60.0% de las variedades seleccionadas 
para la evaluación eran locales. En las inoculaciones con el patógeno se ha 
corroborado la elevada susceptibilidad de la mayoría de los cultivares evaluados. En el 
68.5% de los casos, los cultivares fueron susceptibles en las condiciones 
experimentales ensayadas, y en todos los casos se corroboró la resistencia de 
‘Frantoio’ y la susceptibilidad de ‘Picual’, que se usaron como cultivares control. A su 
vez, los cultivares susceptibles se categorizaron en extremadamente susceptibles 
(20.1%), susceptibles (19.5%) y moderadamente susceptibles (28.9%), diferenciándose 
en la severidad de la respuesta a la enfermedad. En cualquier caso se identificaron 
fuentes de resistencia en el 31.5% de los casos, en cultivares que expresaron una 
reacción similar a los genotipos considerados resistentes hasta el momento. Entre ellos 
destacan los cultivares ‘Escarabajillo’, ‘Menya’, ‘Racimal’, ‘Sevillana de Abla’ o ‘Verdial 
de Badajoz’.  Este grupo de genotipos se caracterizó por una baja incidencia de la 
enfermedad, síntomas leves y por la ausencia de mortalidad en las plantas. Así, estos 
trabajos han servido como preselección inicial de genotipos resistentes, para 
posteriormente realizar nuevos experimentos con aquéllos que mostraron cierto nivel 
de resistencia, en condiciones naturales (campos infestados) o controladas. Una vez 
confirmado su nivel de resistencia, los cultivares que sean seleccionados serán 
incluidos como genitores en el Programa de Mejora del olivo que actualmente se está 
llevando a cabo en la Universidad de Córdoba. En trabajos posteriores a esta Tesis, se 
plantearán nuevas evaluaciones de genotipos de este BGMO, debido a que hasta la 
fecha se han evaluado la mitad de los cultivares existentes en él. Principalmente los 
estudios estarán centrados en la evaluación de las variedades locales, ya que al ser 
fruto de la selección a lo largo de los siglos por parte de los agricultores, y estar 
localizadas en un área geográfica específica, se piensa que poseen una amplia 
variabilidad genética y cabe la posibilidad de que puedan contener fuentes de 
resistencia a la VO. 
En este trabajo también se ha evaluado una técnica de inoculación consistente 
en la inmersión de la raíz limpia y desnuda en una mezcla homogénea de medio de 
cultivo, micelio y conidias del hongo. Este tipo de inóculo parece ser efectivo, ya que se 
observó que se producían sucesivas infecciones en las plantas durante el periodo de 
incubación de la enfermedad. Probablemente el inóculo así preparado permanece 
activo durante más tiempo que en el caso de la suspensión de conidias, ya que la raíz 
quedaba totalmente embebida en la densa mezcla, pudiendo así favorecer la 
supervivencia de las estructuras infectivas del hongo. 
Debido a que el principal objetivo era evaluar un gran número de genotipos de 
olivo del BGMO a la VO, se decidió tras la inoculación de las plantas, incubar la 
enfermedad en un invernadero. Los invernaderos permiten la evaluación de un mayor 
número de genotipos a la vez, respecto a las cámaras de ambiente controlado, 
principalmente por su mayor tamaño. Además, se procuró que los experimentos se 
realizaran en el período más favorable a la enfermedad, que en nuestras condiciones 
climáticas comprendían los meses de Marzo a Junio. A pesar de ello, en el interior del 
invernadero se registraron leves oscilaciones de temperatura a lo largo del día, no 
siendo tan constantes como en la cámara de ambiente controlado, y que dieron lugar 
a un pequeño retraso en la aparición de los primeros síntomas de la enfermedad 
respecto a los anteriores experimentos realizados en cámara de ambiente controlado. 
Este fue uno de los motivos que nos llevó a investigar la posible efectividad del empleo 
de luz continua en invernadero mediante el apoyo de iluminación artificial durante las 
horas de oscuridad, comparando a su vez los resultados obtenidos respecto a los de un 
invernadero con luz natural. Se demostró que el uso de luz continua daba lugar a un 
ligero incremento de la temperatura en el interior del invernadero, más favorable para 
el desarrollo de la enfermedad y dando lugar a un adelanto en la aparición de los 
primeros síntomas de en torno a 3 semanas respecto al invernadero con luz natural. 
Por tanto, sería recomendable el empleo de iluminación artificial en invernadero para 
reducir el tiempo de incubación y evaluación de esta enfermedad en casi un mes, 
resultando el invernadero una alternativa viable a la cámara de ambiente controlado. 
 
 
SUMMARY 
 
The olive tree, Olea europaea L., is one of the most ancient cultivated trees and 
includes around 1200 described cultivars in the major producer countries, besides 
other genotypes obtained by crossings in Breeding Programs. Among the producer 
areas highlights the Mediterranean Basin, being Spain the producer country that is 
placed in the first position and Andalucía the most important olive growing region in 
the country. Thus, olive crop currently owns a high economic, social and ecologic 
globally importance, mainly in the Mediterranean area. Actually, the beneficial olive oil 
is the basis of the healthy Mediterranean diet. 
Despite the importance of olive tree, this crop is being threatened by several 
factors with biotic (insect pests and diseases, already know or new) or abiotic origin 
(erosion, climate change), which have a high importance in those new geographic 
areas where is gradually being cultivated. Currently, the Verticillium wilt of olive 
(VWO), caused by Verticillium dahliae fungi, is considered the most important disease 
that practically affects almost all zones where olive is grown and even causes a high 
rate of dead plants. This disease is difficult to control, being necessary the employment 
of an integrated control strategy with the application of all the control measurements 
available. Between them, the use of resistant genotypes is the most economical, sure 
and effective measurement. Thus, the search for resistant cultivars from the genetic 
resources available in the Germplasm Banks is the main goal for the integrated control 
against this devastating disease. 
The evaluation of cultivars of the World Olive Germplasm Bank (WOGB) of 
IFAPA of Córdoba has been developed throughout the PhD Thesis, by assessing of 
almost 150 genotypes of this Bank to the V. dahliae defoliant pathotype. Most of the 
evaluated cultivars were Spanish (62.4%), and among them, more than 60.0% of the 
chosen genotypes for the screening were local. The inoculations with the pathogen 
have corroborated the high susceptibility of most of assessed cultivars. The 68.5% of 
them were susceptible in our experimental assay conditions, as well as it was 
corroborated the resistance of ‘Frantoio’ and the susceptibility of ‘Picual’, which were 
used as reference cultivars. Additionally, susceptible cultivars were categorized in 
extremely susceptible (20.1%), susceptible (19.5%) and moderately susceptible ones 
(28.9%), which differed basically in the disease severity that they exhibited. 
Nevertheless, the 31.5% of cultivars were resistant and exhibited a similar 
symptomatology than the genotypes that, up to date were considered as resistant. 
Between them highlight the cultivars ‘Escarabajillo’, ‘Menya’, ‘Racimal’, ‘Sevillana de 
Abla’ or ‘Verdial de Badajoz’. This group of genotypes was characterized by the low 
disease incidence, slight symptoms and the absence of plant death. Thus, these studies 
were used as initial screening of resistant genotypes for then, conducting new 
experiments with those cultivars that exhibited some level of resistance, under natural 
(infested fields) or controlled conditions. Once confirmed their resistance level, those 
selected cultivars will be included as genitors in the olive Breeding Program that is 
currently being carried out in the University of Cordoba. In subsequent works to this 
Thesis, new genotype assessments of this WOGB will be considered, because up to 
now it has been evaluated the half of the cultivars of this Bank. Essentially, the studies 
will be focused on the screening of local genoptypes, due to as they resulted from the 
selection done by local farmers throughout the centuries, and they were located in a 
specific geographical area, it is thought that these cultivars own a wide genetic 
variability and could include sources of resistance to the VWO. 
In this work has also been evaluated an inoculation technique that consisted on 
dipping the bare and clean root system in a homogeneous mixture of culture medium, 
mycelium and conidia of the fungi. This kind of inoculum seemed to be effective, 
because it was observed that the plants suffered successive infections during the 
disease incubation period. The inoculum thus prepared likely remained active for a 
longer time than in the case of the conidial suspension, due to the whole root was fully 
impregnated with the thick mixture that could favor the survival of the infective 
structures of the fungi.  
Because the main goal was the assessment of a considerable number of olive 
genotypes of the WOGB to the VWO, it was decided to incubate the disease inside a 
greenhouse after the plant inoculations. The greenhouses allow the screening of a 
higher number of genotypes simultaneously, respect to the growth chambers, mainly 
owing to the higher size of the former. Additionally, all efforts were made to ensure 
that the assays were conducted in the most favorable period for the disease 
development, which comprises the months from March to June in our environmental 
conditions. Despite this, inside the greenhouse were recorded slight fluctuations of 
temperature along the day, being those less regular than inside the growth chamber, 
causing a little delay in the onset of the disease respect to the previous experiments 
done in growth chamber. This was one of the reasons that encouraged us to study the 
possible effectiveness of the employment of continuous lightning inside greenhouse by 
the use of artificial light during the dark hours, contrasting at the same time the 
obtained results with those recorded inside a greenhouse with natural lighting. It was 
demonstrated that the employment of continuous lightning resulted in a slight 
increase of the temperature inside the greenhouse, being the more favorable ones for 
the disease development and causing an advance of three weeks in the occurrence of 
the first symptoms respect to the greenhouse with natural light conditions. Therefore, 
the employment of artificial light inside the greenhouse would be advisable to reduce 
the incubation and assessment period of this disease in almost one month, being the 
greenhouse a feasible alternative to the growth chamber. 
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CAPITULO 1: INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
1. EL CULTIVO DEL OLIVO 
 
1.1. El olivo y el origen de su cultivo 
El olivo pertenece a la familia Oleácea, que incluye alrededor de 30 géneros 
(Rugini y Lavee, 1992). La especie Olea europaea L. comprende tanto olivos 
espontáneos o silvestres (acebuches) que se propagan por semillas, como el olivo 
cultivado, que se propaga vegetativamente (Ouazzani et al., 1993). Así, las variedades 
de olivo tal y como las conocemos fueron originadas a partir del olivo silvestre 
(Contento et al., 2002). 
La olivicultura es una de las actividades más antiguas que ha llevado a cabo el 
hombre. La existencia de poblaciones de olivo silvestres en el área mediterránea está 
bien documentada y se han detectado restos de carbones vegetales de madera de 
olivo en diversos lugares, cuyas dataciones preceden al comienzo de su cultivo. Según 
los arqueólogos, la domesticación del olivo se produjo entre 3800 y 3200 a. C. (Zohary 
y Spiegel-Roy, 1975). La facilidad con la que el cultivo se propaga vegetativamente por 
procedimientos sencillos fue determinante en el comienzo de su cultivo (Rallo et al., 
2005).  
El olivo se difundió de la zona de Oriente Próximo hacia la orilla Este del 
Mediterráneo y de allí, empezó a propagarse en todas las colonias de la cuenca 
(Besnard et al., 2001). El comienzo del su cultivo parece surgir con el aprendizaje de la 
clonación, hecho que en el caso del olivo aconteció unos 3500-4000 años después del 
nacimiento de la agricultura (Rallo, 2005). Al parecer, los primeros olivicultores de cada 
zona seleccionaron en sus bosques de acebuche los individuos más sobresalientes por 
su productividad, tamaño del fruto, oleosidad y adaptación al medio (Barranco, 2010). 
Podría incluso ser posible que, previo al empleo de la propagación vegetativa, el 
hombre tratara de propagar por semilla y cultivar aquellos olivos que llamaran su 
atención por alguna característica de interés. Por tanto, la selección de variedades y su 
propagación ha acompañado al cultivo del olivo durante su difusión (Rallo et al., 2005). 
La dirección de la difusión del cultivo del olivo en el mediterráneo fue paralela a 
las vías comerciales establecidas primero por los fenicios y los griegos (de Graaff y 
Eppink, 1999) y posteriormente por los romanos. A partir del siglo XV, y con el 
descubrimiento del nuevo mundo, se amplió el ámbito del cultivo de olivo hacia el 
continente americano. Más recientemente, se ha introducido en nuevas zonas como 
Sudáfrica, China, Japón y Australia (Barranco et al., 2010). La figura 1 representa las 
zonas de difusión del olivo en el mundo a lo largo del tiempo. 
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Figura 1. Difusión del olivo a lo largo de los siglos (Fuente: Fendri, 2008) 
 
1.2. Localización geográfica 
Las zonas apropiadas para el cultivo del olivo se encuentran delimitadas por las 
latitudes de 30° y 45° de los hemisferios Norte y Sur. Además, el 97% se concentra en 
el área Mediterránea, donde España es el país con mayor superficie de olivar y el 
primer productor de aceite de oliva del mundo, con una producción de más de 3 
millones de Toneladas de aceitunas en el año 2012 (FAO, 2013; IOC, 2013). Con más de 
un millón y medio de hectáreas de olivar, Andalucía es la principal región olivarera de 
España, donde el cultivo tiene una gran importancia económica y social (Trapero, 
2009). 
El olivo se cultiva en una gran variedad de suelos y puede tolerar un amplio 
rango de condiciones fisicoquímicas; es resistente a la sequía, tolerante al calor y se 
adapta bien a un amplio rango de pH de suelo (5.5 – 8.5) (López-Escudero y Mercado-
Blanco, 2011).  
 
 
2. BANCOS DE GERMOPLASMA 
 
2.1. El Banco de Germoplasma 
Se ha estimado que a nivel mundial pueden existir en torno a 1200 variedades 
de olivo diferentes (Bartolini et al., 2005), pero pocas de ellas son importantes a escala 
comercial en más de una región o un país (Lavee, 1990). Para la conservación de estos 
recursos se procedió a la creación de Bancos de Germoplasma en distintos países del 
mundo. Un Banco de Germoplasma es una parcela que reúne un número de genotipos 
distintos, que permite salvaguardar un patrimonio genético determinado y servir de 
4000 a.C. 
1000 a.C. S. XV-XVI d.C. 
S. XV-XVI d.C. 
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base para el estudio de la expresión de la variabilidad genética en la especie, bajo las 
mismas condiciones ambientales y de cultivo. Ambos objetivos se unen para cumplir el 
objetivo principal del Banco que es facilitar la elección de variedades para programas 
de experimentación varietal y de mejora genética (Caballero y Del Río, 2005). Por tanto 
es necesario que los Bancos contengan una amplia base genética.  
Según Barranco (2010), en función de la importancia y difusión de las 
variedades del Banco, podemos distinguir entre: 
 
- Variedades principales: aquellas que son base de plantaciones, su superficie 
plantada es la dominante en alguna comarca y tiene importancia a nivel 
nacional.  
- Variedades secundarias: aquellas que son base de plantaciones regulares pero  
no llegan a ser dominantes en ninguna comarca o su superficie plantada no 
tiene importancia a nivel nacional. 
- Variedades difundidas: aquellas localizadas en varias comarcas donde son bien 
conocidas, pero con escasa importancia superficial. 
- Variedades locales: aquellas que se han localizado en una sola zona donde 
tienen muy poca difusión. 
 
Atendiendo a esta clasificación en España se han descrito 272 variedades de 
olivo cultivadas, siendo 24 de ellas principales, otras 24 secundarias, 50 difundidas y 
174 locales. La mayoría están localizadas en zonas continuas a las que son dominantes, 
y fuera de éstas, su importancia decae rápidamente (Barranco et al., 2005). En 
Andalucía se cultivan un gran número de variedades, aunque la suma de las superficies 
de los cultivares ‘Picual’, ‘Hojiblanca’ y ‘Manzanilla de Sevilla’ supera el 80% de toda la 
superficie de olivar (Varios autores, 2002).  
 
2.2. Banco de Germoplasma Mundial de Olivo de Córdoba 
En España, el Banco de Germoplasma Mundial de Olivo (BGMO) del Centro 
IFAPA ‘Alameda del Obispo’ en Córdoba, representa una colección con 885 entradas, 
teniendo en torno a 500 variedades autentificadas de 24 países diferentes (Belaj, 2014) 
localizadas en una finca situada en el mencionado Centro. Consta de cinco parcelas, 
con una superficie de unas 12 ha (Caballero y Del Río, 2005). El BGMO fue iniciado en 
1970 con un proyecto FAO en colaboración con el Gobierno Español, representado por 
el  I.N.I.A, y el apoyo del C.O.I., con el objetivo de salvaguardar y evaluar todas las 
variedades cultivadas de olivo a nivel mundial. Está integrado en la Red de Colecciones 
del Centro de Recursos Fitogenéticos del INIA (CRF) e incluido en su Inventario 
Nacional y en el Inventario Europeo. También forma parte de la Red de Bancos 
establecida y coordinada por el C.O.I. desde 1996, integrada por 19 países (Caballero 
et al., 2006; Caballero y Del Río, 2007, 2008). 
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De las cinco parcelas existentes, la primera de ellas corresponde a la primera 
colección llamada “antigua” o “primitiva”, estando los olivos plantados con un marco 
de 7 x 7 m, un árbol por variedad y en secano (Caballero y Del Río, 2005). Pero la 
necesidad de asegurar la conservación del material introducido y el seguir ampliando 
la colección hizo que en 1982 se estableciera una segunda parcela, que constituye una 
repetición en secano de la nueva colección con dos árboles por variedad, uno en sus 
propias raíces y el otro injertado sobre ‘Oblonga’, ya que esta variedad se considera 
resistente a la verticilosis (Hartmann et al., 1971). La dificultad de obtener datos 
comparables de cada pareja de árboles, al estar uno autoenraizado y el otro injertado, 
llevó a establecer una tercera plantación en 1987, constituyendo una repetición en 
riego de la nueva colección, con dos árboles autoenraizados por variedad, plantados a 
un marco de 7 x 7 m y con riego por goteo. La cuarta parcela, llamada “de recepción y 
propagación”, se estableció con un doble objetivo: primero, cultivar temporalmente 
los genotipos cuya identidad debería ser asegurada antes de ser introducidos en 
colección; y segundo, disponer de plantas con buen desarrollo vegetativo para afrontar 
las demandas de material vegetal de otros centros de investigación, así como para 
injertar yemas o púas del material recibido. El marco de plantación de esta cuarta 
parcela es de 4 x 2 m (Caballero y Del Río, 2005) (Figura 2). 
 
 
Figura 2. Vista de la parcela del BGMO en Córdoba de donde se obtuvo el material vegetal. 
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3. LA VERTICILOSIS DEL OLIVO 
 
La verticilosis del olivo (VO) es una enfermedad fúngica causada por Verticillium 
dahliae Kleb. (Klebahn, 1913), siendo la más importante que afecta al cultivo en toda la 
cuenca Mediterránea (Hiemstra y Harris, 1998; López-Escudero et al., 2010; López-
Escudero y Mercado-Blanco, 2011; Tsror, 2011; Jiménez-Díaz et al., 2012; Mercado-
Blanco y López-Escudero, 2012). Esta enfermedad fue diagnosticada por primera vez 
en Italia (Ruggieri, 1946), mientras que en España fue observada inicialmente en 1975 
(Caballero et al., 1980), aunque existen descripciones anteriores de síntomas, como la 
de Benlloch (1943), que describe un problema muy similar a la verticilosis de causa 
desconocida y que llama “el alagartado” de los olivos. La VO ha sido detectada en casi 
todas las regiones donde se cultiva el olivo, causando serias pérdidas a los agricultores, 
las compañías de viveros y la industria del olivo en general (López-Escudero y 
Mercado-Blanco, 2011). 
La principal característica de esta enfermedad es su dificultad de control, 
debido a la prolongada supervivencia del hongo en el suelo y a su localización en el 
xilema de la planta, resultando inaccesible para la mayoría de los tratamientos. De 
hecho, el método de control más efectivo es el empleo de variedades con cierto nivel 
de resistencia al patógeno, siendo la solución más económica y respetuosa con el 
medio ambiente (Agrios, 2006; López-Escudero y Mercado-Blanco, 2011). 
 
3.1. Sintomatología y diagnóstico 
Los olivos presentan infecciones repetitivas producidas a partir de los 
propágulos de V. dahliae del suelo, ocurriendo en la misma estación del año o en 
sucesivas, y esas infecciones pueden o no producir la muerte del árbol. Sin embargo, 
es más común que los árboles estén afectados parcialmente por la enfermedad en una 
estación del año determinada, con gran variabilidad en la severidad de síntomas y 
limitando o deteniendo el crecimiento y producción del árbol. En el caso de que los 
brotes que dan lugar a las flores se vean afectados por el patógeno, podrá perderse la 
producción en la siguiente estación. Por otra parte, la enfermedad suele ser más 
severa en árboles jóvenes, en los que puede causar la muerte cuando las infecciones 
son extensas (López-Escudero y Mercado-Blanco, 2011).  
La sintomatología de la VO ha sido descrita por diversos investigadores 
(Ruggieri, 1946; Wilhelm and Taylor, 1965; Cirulli, 1975; Thanassoulopoulos et al., 
1979), aunque en Andalucía se han descrito dos tipos de síndromes o forma de 
enfermedad distintos, según la época en que se desarrollen (Blanco-López et al., 1984): 
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- Apoplejía: Es una muerte súbita que tiene lugar entre el final del invierno y 
principios de la primavera, que consiste en la necrosis regresiva y rápida de 
brotes, ramas principales y ramas secundarias, pudiendo causar la muerte del 
árbol. Se inicia con una pérdida del color verde intenso típico del olivo, 
adquiriendo una tonalidad marrón claro o pajiza y las hojas se enrollan 
longitudinalmente hacia el envés (abarquillamiento). En árboles jóvenes las 
plantas se defolian y con frecuencia el árbol muere; en cambio, en los adultos 
las hojas suelen quedar adheridas y raramente mueren.  
 
- Decaimiento lento: Los síntomas aparecen en primavera y se desarrollan de 
forma gradual hasta principios de verano. Se caracteriza por la necrosis de las 
inflorescencias, el momificado de flores y frutos, y por la defoliación de las 
hojas verdes. Las hojas pierden coloración y se caen antes de secarse, siendo en 
ocasiones una defoliación en verde muy intensa.  
 
Ambos síndromes pueden aparecer en el mismo árbol y afectar parcial o 
totalmente a la planta, siendo esto último más frecuente en árboles jóvenes, mientras 
que los de más edad suelen mostrar unas ramas afectadas y otras asintomáticas 
(Figura 3). A veces aparece una coloración violácea-purpúrea en la corteza de las ramas 
afectadas, y ocasionalmente una coloración marrón oscura en los tejidos vasculares. 
No se suele producir la muerte de la raíz del árbol, aunque esto depende de la 
virulencia de los aislados presentes en el suelo y de la densidad de inóculo del 
patógeno en éste, por ello en muchos casos se observa el rebrote del olivo afectado 
rebrote, aunque en años siguientes pueda manifestar de nuevo la enfermedad.  
En el campo la enfermedad suele aparecer en los primeros años de la 
plantación, siendo muy probable que la expresión temprana de síntomas esté 
relacionada con la ocurrencia de lluvias abundantes en otoño y temperaturas 
moderadas durante el otoño e invierno (Blanco-López y Jiménez-Díaz, 1995). Además, 
la severidad de las infecciones se ve favorecida por temperaturas moderadas, entre 
21-25ºC, mientras que temperaturas superiores a 30ºC pueden inhibir la expresión de 
síntomas (Bell, 1992; Garber y Presley, 1971; Wilhelm y Taylor, 1965). 
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Figura 3. Olivo con síntomas sectoriales de verticilosis. 
 
3.2. Etiología  
3.2.1. Nomenclatura, taxonomía y morfología 
El género Verticillium pertenece a la subdivisión Deuteromycotina, cuyos 
miembros carecen de fase sexual conocida y son formadores de conidias; y a la clase 
Hyphomycetes, que comprende aquellos hongos con micelio verdadero y abundante, 
con conidióforos descubiertos libres o agrupados (Agrios, 2005). Las especies 
pertenecientes a este género conforman un grupo altamente heterogéneo, contando 
con saprófitos o con patógenos de plantas, de insectos, de nematodos y de otros 
hongos, resultando muchas de ellas de gran importancia en agricultura. 
El agente causal de la verticilosis del olivo es el patógeno de suelo Verticillium 
dahliae Kleb. (Klebahn, 1913; Cirulli y Montemurro, 1976; Thanassoulopoulos et al., 
1979; Jiménez-Díaz et al., 1984; Blanco-López et al., 1984). Se trata de un hongo 
hemibiotrofo y haploide, para el que no se ha identificado hasta la fecha el estado 
sexual (Pegg y Brady, 2002; Barbara y Clewes, 2003; Fradin y Thomma, 2006; 
Klosterman et al., 2009). Este hongo presenta conidióforos hialinos abundantes, más o 
menos erectos, que acaban en una serie de ramificaciones con un patrón verticilado 
(Figura 4), característico del género, con 3–4 fiálidas en cada nodo. Las fiálidas tienen 
forma de botella que se alargan en su extremo superior desde donde se van 
CAPÍTULO 1 
 
12 
 
desprendiendo sucesivamente las conidias. Las conidias son elipsoidales o sub-
cilíndricas, hialinas, y con un tamaño entre 2.5-8 x 1.4-3.2 micras; son principalmente 
simples pero ocasionalmente pueden presentar un septo. Verticillium dahliae produce 
esclerocios microscópicos (microesclerocios), estructuras globosas de consistencia 
generalmente dura que cumplen la función de cuerpos de resistencia en condiciones 
desfavorables y que germinan en condiciones favorables (Pegg y Brady, 2002). 
 
 
Figura 4. Conidióforo verticilado de Verticillium dahliae 
 
3.2.2. Gama de huéspedes 
Verticillium dahliae es un hongo polífago, generalmente asociado a plantas 
dicotiledóneas, capaz de causar infección en un gran número de especies herbáceas y 
leñosas (Pegg y Brady, 2002), siendo en ocasiones un mismo aislado capaz de infectar 
especies vegetales diversas. Sin embargo, en algunos casos existe especialización de 
los aislados de V. dahliae, como ocurre en pimiento o en algunos cultivares de tomate, 
en los que se han descrito distintas razas del patógeno (Bender y Shoemaker, 1984). 
Dentro de la amplia gama de plantas huéspedes de V. dahliae figuran malas 
hierbas de hoja ancha, que permiten mantener su población en el suelo. Esto es 
particularmente importante en aquellos campos cultivados con especies herbáceas 
susceptibles, que al ser infectadas aportarán inóculo al suelo en forma de 
microesclerocios cuando los restos de cosecha sean incorporados al suelo y 
descompuestos por la actividad microbiana (López-Escudero y Mercado-Blanco, 2011).  
Entre las especies herbáceas susceptibles se encuentran el algodonero 
(Gossypium sp.), cártamo (Carthamus tinctorius), girasol (Helianthus annus), remolacha 
(Beta vulgaris) y diversas hortícolas (p.e berenjena, patata, pimiento y tomate). Entre 
las especies leñosas, además del olivo (Olea europaea), árboles frutales como el café 
(Coffea arabica), aguacate (Persea americana), pistachero (Pistacia vera), almendro, 
albaricoque, cerezo y ciruelo (Prunus spp.), melocotonero (Rubus persica), cacao 
(Teobroma cacao), y especies de interés forestal, como el arce (Acer spp.), el castaño 
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(Castanea sativa), fresno (Fraxinus spp.) o el olmo (Ulmus spp.) son huéspedes de este 
patógeno (Smith y Neely, 1979; Piearce y Gibbs, 1981; Hiemstra, 1998). 
 
3.2.3. Grupos de patogenicidad 
La severidad de los síntomas de la VO depende en gran medida de la virulencia 
del patotipo de V. dahliae que infecte la planta. Los aislados de V. dahliae se han 
clasificado según su virulencia en plantas de algodonero, como patotipo defoliante (D) 
y no defoliante (ND), denominados así por el síndrome característico que producen en 
las plantas afectadas y por la capacidad del defoliante de producir la muerte de ésta 
(Schnathorst y Mathre, 1966). En olivo aparece una misma estructura de virulencia 
(Schnathorst y Sibbett, 1971). Por un lado, el patotipo D es altamente virulento, 
causando síntomas severos que incluyen el decaimiento, clorosis, defoliación en verde, 
gran reducción del peso y crecimiento, e incluso la muerte del árbol (Blanco-López et 
al., 1984; Rodríguez-Jurado et al., 1993; López-Escudero y Blanco-López, 2001; Birem 
et al., 2009). En cambio, el patotipo ND causa síntomas parecidos aunque a unos 
niveles más moderados que el patotipo D. De hecho, algunos cultivares de olivo o 
algodón resistentes al patotipo ND se ven severamente afectados por el patotipo D 
(más virulento) (López-Escudero y Mercado-Blanco, 2011) y, en ocasiones, los 
cultivares de olivo infectados por el patotipo ND pueden recuperarse de los síntomas y 
mostrarse como árboles asintomáticos a pesar de estar infectados (Mercado-Blanco et 
al., 2001; López-Escudero y Blanco-López, 2005b). 
En España el patotipo D se localizó en 1983, restringido en la zona de las 
marismas del Guadalquivir, en Sevilla, donde el cultivo del algodón estaba 
ampliamente extendido (Blanco-López et al., 1987). Posteriormente se detectó el 
mismo patotipo a unos 150 Km de la zona de las marismas, en el Valle del río 
Guadalquivir, confirmándose su difusión a otras áreas de Andalucía y representando 
una amenaza para el establecimiento de nuevas plantaciones de olivo (Bejarano-
Alcázar et al., 1995). Actualmente el patotipo D está ampliamente distribuido en 
Andalucía (Bejarano-Alcázar et al., 1996; López-Escudero y Blanco-López, 2001; López-
Escudero et al., 2010; López-Escudero y Mercado-Blanco, 2011). 
 
3.3. Fases del ciclo biológico del patógeno 
Los microesclerocios son las estructuras de supervivencia formadas durante la 
fase no parasítica del ciclo de vida de V. dahliae, representando la principal forma de 
dispersión y los propágulos de infección primaria (Wilhelm, 1955; Schnathorst, 1981). 
Durante esta fase no parasítica, la dispersión del patógeno se produce a través de 
medios tanto naturales (movimiento del agua en el suelo, aire, riego, etc.) como 
humanos (maquinaria, herramientas de poda, etc.). Los microesclerocios se forman en 
los tejidos moribundos de las plantas infectadas durante los últimos estadios de la fase 
parasítica del ciclo de vida del patógeno. Mientras no estén asociados al sistema 
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radicular de ninguna planta, pueden resistir condiciones físicas, químicas y biológicas 
adversas en el suelo, permaneciendo viables hasta 15 años (Wilhelm, 1955), aunque en 
determinados suelos con humedad elevada y temperatura cálida pueden perder 
viabilidad de germinación (Green, 1980). Cuando las condiciones son favorables o hay 
presencia de exudados de raíces cercanas, se estimula su germinación, siendo capaces 
de infectar huéspedes alternativos que pueden ser tolerantes a la enfermedad, 
representando reservorios potenciales para el incremento de la densidad y dispersión 
del inóculo del patógeno (Pegg y Brady, 2002).  
La fase parasítica del ciclo de V. dahliae comienza con la germinación de los 
microesclerocios en el suelo (Figura 5). A continuación, se forman hifas infectivas que 
penetran en las raíces, crecen hasta alcanzar  los vasos del xilema produciendo micelio 
y esporas que se dispersan hacia la parte aérea de la planta, gracias a su transporte 
junto con el flujo de savia (Pegg y Brady, 2002). Cuando la colonización es 
generalizada, la expresión de síntomas se hace evidente (decaimiento y secado de 
brotes, defoliación, deshidratación de inflorescencias, etc.). En los últimos estadios de 
la enfermedad se forman los microesclerocios en los tejidos muertos o en 
descomposición y es posible la formación de biomasa del patógeno fuera de los tejidos 
vasculares ya desaparecidos (Figura 5). La incorporación al suelo y la posterior 
descomposición de los residuos de la planta, particularmente hojas o flores infectadas 
(Tjamos y Botseas, 1987; Tjamos y Tsougriani, 1990; Trapero et al., 2011b), provocan la 
liberación de microesclerocios, cerrando la fase parasítica y contribuyendo al 
incremento del número de propágulos infectivos.  
 
3.4. Epidemiología 
 
3.4.1. Densidad y potencial de inóculo 
Verticillium dahliae es un patógeno monocíclico, por lo que el desarrollo de la 
enfermedad que se produce anualmente está relacionado con la densidad de inóculo 
disponible en el suelo al comienzo de la estación de crecimiento y, en menor medida, 
con la tasa de infección. La densidad de inóculo expresa la cantidad de 
microesclerocios existentes por unidad de peso o volumen de suelo. La tasa de 
infección se define como la eficiencia con que el inóculo establece la infección y causa 
enfermedad, y está determinada por varios factores dependientes del huésped (nivel 
de susceptibilidad, edad, nutrición, etc.), del patógeno (virulencia) y del ambiente 
(temperatura del aire, humedad, tipo de suelo, etc.) (Blanco-López y Jiménez-Díaz, 
1995). En cultivos herbáceos, puede predecirse el riesgo de enfermedad conociendo la 
densidad de inóculo en el suelo antes de la siembra (Trapero y Blanco, 2008). En el 
caso del olivo se ha demostrado también que la incidencia y severidad de la 
enfermedad se incrementan al aumentar la densidad de inóculo de V. dahliae en el 
suelo (López-Escudero y Blanco-López, 2007). 
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Figura 5. Ciclo biológico de Verticillium dahliae 
 
La densidad de inóculo en el suelo necesaria para causar síntomas es específica 
para cada cultivo, resultando de gran influencia para el desarrollo de la verticilosis el 
cultivar y la virulencia del aislado (Bejarano-Alcazar et al., 1995). En el caso del olivo, la 
relación entre la densidad de inóculo en el suelo y la cantidad de enfermedad sólo es 
indicativa en los primeros años tras la plantación. En años sucesivos, al inóculo inicial 
hay que añadir el que se genera cada año, por la capacidad de supervivencia de los 
microesclerocios, y además se debe tener en cuenta las infecciones ya establecidas en 
las raíces de las plantas (Blanco-López y Jiménez-Díaz, 1995). En experimentos 
realizados en microparcelas infestadas artificialmente con un aislado D del V. dahliae, 
los primeros síntomas se observaron a los 7 meses después de la plantación en 
aquellos contenedores con 3.3 ó 10 microesclerocios por gramo de suelo. Estas 
poblaciones del patógeno causaron la muerte de más del 50% de las plantas. Con 
niveles bastante bajos de inóculo en el suelo (0.04-0.37) también hubo síntomas de la 
enfermedad, pero con menos del 10% de plantas infectadas (López-Escudero y Blanco-
López, 2007). En cualquier caso, la cuantificación del nivel del patógeno en el suelo de 
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olivares afectados en ocasiones resulta en valores extremadamente bajos que no 
parecen corresponderse con la elevada incidencia de enfermedad observada (López-
Escudero y Blanco-López, 2007). 
El potencial de inóculo puede aumentar tanto por los cultivos huéspedes 
anuales como las malas hierbas (Thanassoulopoulos et al., 1981). Se ha constatado que 
la mayor incidencia de enfermedad ocurre en olivares establecidos en suelos 
previamente cultivados con algodón u otros cultivos hortícolas, así como en 
plantaciones intercaladas con dichas plantas susceptibles (Blanco-López et al., 1984; 
Serrhini y Zeroual, 1995; López-Escudero et al., 2010). 
En el caso de las inoculaciones artificiales en especies leñosas se suelen utilizar 
elevadas concentraciones, de hasta 107 conidias/ml, para prevenir fenómenos de 
escape a la infección (Rodríguez-Jurado, 1993). En especies herbáceas como en el caso 
del algodón, la concentración puede reducirse ligeramente, situándose en torno a 106 
conidias/ml (Bugbee y Presley, 1967). 
 
3.4.2. Influencia ambiental 
El nivel de humedad del suelo es uno de los factores ambientales que parece 
influir sobre el desarrollo de la verticilosis. Este factor ha sido estudiado en algunos 
cultivos, aunque los resultados de las investigaciones en ocasiones han resultado 
contradictorios (Emechebe, 1980; Harris, 1998; Xiao y Subbarao, 2000). Por otro lado, 
el incremento de la incidencia y severidad de los síntomas en regímenes de mayor 
humedad en el suelo se puede deber a un mayor crecimiento radical en el perfil del 
suelo, lo que puede incrementar la probabilidad de contacto de las raíces con el 
patógeno (Huisman, 1982; ; Xiao and Subbarao, 2000; López-Escudero and Blanco-
López, 2005a). Asimismo, se ha comprobado que los propágulos infectivos del 
patógeno son capaces de dispersarse en el agua de riego  y pueden sobrevivir en los 
sedimentos y partículas en suspensión del agua empleada en el sistema de 
fertirrigación de parcelas infestadas, alcanzando las estaciones de bombeo y llegando a 
otras parcelas que no estaban inicialmente afectadas (Rodríguez-Jurado y Bejarano-
Alcázar, 2007; García-Cabello et al., 2012). Experimentos recientes, llevados a cabo 
durante los últimos tres años han demostrado también que los riegos con frecuencias 
diarias favorecen significativamente el desarrollo de la enfermedad respecto a riegos 
semanales, quincenales o deficitarios (Pérez-Rodríguez et al., 2014). 
Otro factor ambiental que influye en el desarrollo de la marchitez causada por 
V. dahliae es la temperatura. En algodón, la temperatura óptima para el desarrollo de 
la enfermedad se sitúa entre 22-25ºC (Garber y Presley, 1971). En olivo, la severidad 
de las infecciones se ve favorecida por temperaturas en el aire de 20-25ºC durante el 
día en primavera, seguidas de temperaturas ligeramente más elevadas durante el 
verano, con máximas diarias de 30-35ºC (Wilhelm y Taylor, 1965). Por otra parte, se ha 
observado que temperaturas diurnas de 20-24ºC y nocturnas de 18-20ºC en cámara de 
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ambiente controlado favorecen el desarrollo de la enfermedad en plantas de olivo 
inoculadas artificialmente (López-Escudero et al., 2004). 
En el suelo, existen diversos factores que, de manera combinada, influyen en la 
resistencia o susceptibilidad a esta enfermedad. Por ejemplo, pH ácidos en el suelo 
(inferiores a 5.5) inhiben tanto el crecimiento del patógeno como la producción y 
supervivencia de los microesclerocios que se encuentran en el suelo (López-Escudero y 
Mercado-Blanco, 2011). A su vez, el contenido de determinados macronutrientes 
como son el Ca (a menor cantidad, menor severidad de la enfermedad), K o Mg (a 
mayor cantidad, menor severidad de síntomas), influye en la severidad final de la 
enfermedad (Pegg y Brady, 2002). Por otro lado, en suelos salinos se ha observado un 
incremento de la incidencia y severidad de la enfermedad en las marchiteces 
vasculares de patata, tomate y alfalfa (Pegg y Brady, 2002), efecto que se ve 
aumentado cuando se combina con el estrés hídrico (López-Escudero y Mercado-
Blanco, 2011). Por último, el tipo de suelo donde se establecen las plantaciones de 
olivo influye en la resistencia o susceptibilidad de éstos a la VO (Lopez-Escudero et al., 
2010). De hecho, se observó que la incidencia de la enfermedad fue significativamente 
más baja (media del 12.9%) en plantaciones de olivo establecidas en suelos tipo Alfisol, 
respecto a aquellas emplazadas en suelos tipo Entisol, Inceptisol o Vertisol 
(clasificación USDA) (López-Escudero et al., 2010).  
Finalmente, también se ha comprobado la interacción de V. dahliae con 
microorganismos patógenos y otros organismos del suelo. Uno de los casos es la 
interacción de V. dahliae/Phytophthora spp., ambos patógenos de suelo y de olivo, que 
pueden coexistir en las plantaciones e infectar al mismo árbol (Sánchez Hernández et 
al., 1998; Sánchez-Alcalá, 2005). En estos casos se ha observado que puede ocurrir un 
efecto sinérgico que favorezca el desarrollo de una o ambas enfermedades. De hecho, 
se ha mencionado la posibilidad de que las infecciones causadas por Phytophthora spp. 
puedan causar un cambio en el nivel de resistencia del olivo a V. dahliae, 
incrementando la susceptibilidad a este segundo patógeno (Sánchez-Alcalá, 2005). Por 
otro lado, los nematodos como Meloidogyne javanica, pueden causar daños mayores 
al olivo en el caso de que haya infestación con V. dahliae en el suelo (Saeedizadeh et 
al., 2006, 2003). De hecho, en experimentos in vitro con semillas inoculadas tanto con 
V. dahliae como con M. javanica, se observó que se producía interacción entre ambos 
cuando se inoculaban de manera conjunta, detectándose un menor crecimiento en 
estas plantas respecto a aquellas inoculadas con uno u otro patógeno (Saeedizadeh et 
al., 2003). 
 
3.5. Control integrado de la enfermedad 
La VO es una enfermedad muy difícil de controlar debido principalmente a: 1) la 
elevada supervivencia de las estructuras infectivas del patógeno; 2) el amplio rango de 
huéspedes que puede infectar, en muchos casos sin expresión de síntomas, y que 
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actúan como reservorios del hongo y 3) la falta de efectividad de los fungicidas, debido 
a la localización de éste en el interior del xilema o en el suelo (López-Escudero y 
Mercado-Blanco, 2011). De esta forma, el control no suele ser efectivo cuando se 
aplican medidas de forma individual, por lo que se aconseja la aplicación de una 
estrategia de control integrado antes y después de la plantación. 
 
3.5.1. Antes de la plantación 
Las medidas preventivas son las más eficaces y económicas en el cultivo del 
olivo. Las dos más importantes son plantar en suelos no infestados y utilizar material 
vegetal libre del patógeno (Trapero y Blanco, 2008).  
En relación al empleo de material libre del patógeno, actualmente existe un 
programa de certificación de material vegetal para la producción de plantas de olivo 
libres de V. dahliae, así como de otras enfermedades, regulado por el Real Decreto 
1678/1999 del Ministerio de Agricultura (Anónimo, 1999). Esta medida está justificada 
por la existencia de infecciones asintomáticas en olivo, cuya detección es primordial. 
Para la elección de suelos no infestados es fundamental tener información 
sobre las rotaciones de cultivos realizadas con anterioridad en la parcela (Blanco-López 
y Jiménez-Díaz, 1995; Blanco-López et al., 2002; López-Escudero et al., 2003) y, en el 
caso de que se hayan empleado cultivos susceptibles a V. dahliae, se deberá estimar la 
existencia de microesclerocios del patógeno en suelo mediante ensayos en placas con 
medio de cultivo semi-selectivo (Harris et al., 1993). Si el resultado fuera positivo, se 
debe proceder a la desinfección del suelo para reducir la población del patógeno, 
siendo la solarización uno de los métodos de control físico más efectivo (Katan, 1987, 
2000; Tjamos et al., 1991; Lopez-Escudero y Blanco-Lopez, 2001). La solarización suele 
emplearse para tratamientos puntuales, y consiste en cubrir el suelo con un film de 
polietileno transparente y aplicar abundante agua, produciéndose el calentamiento 
progresivo del suelo con el calor procedente de la radiación solar hasta llegar a 
alcanzar temperaturas entre 35º y 60ºC, suficientemente altas como para matar a los 
microesclerocios del patógeno (Katan, 1987).  
La opción más eficaz y eficiente en la lucha contra la VO es el empleo de 
genotipos resistentes, ya sea por la evaluación de los cultivares de olivo existentes (Ver 
epígrafe 4.7.), o por la obtención de nuevos genotipos de olivo resistentes al patógeno 
mediante la mejora genética (Ver epígrafe 4.6.).  
 
3.5.2. Después la plantación 
Una vez establecida la plantación, las medidas de lucha deben ir dirigidas a 
evitar la llegada del patógeno y disminuir la incidencia y severidad de la enfermedad. 
Las estrategias deben consistir en la aplicación de métodos excluyentes, erradicativos y 
de escape. 
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3.5.2.1. Métodos excluyentes 
Son medidas que impiden o limitan el acceso del patógeno al campo y su 
posterior distribución, pudiéndose aplicar antes y después de la plantación. En primer 
lugar, las plantaciones de olivo deben situarse alejadas de las zonas de influencia de 
cultivos huéspedes del patógeno, ya que éste puede acceder a la plantación en los 
restos de tejidos de plantas infectadas, mediante su dispersión por el viento o el agua. 
Así, los huertos dentro o en las proximidades de la plantación deben ser eliminados 
por ser un importante foco de infección. También se ha de evitar el uso de agua de 
riego que pueda contener microesclerocios del patógeno, y limitar el acceso de 
vehículos y aperos de labranza empleados con anterioridad en suelos infestados a 
parcelas no afectadas (Trapero y Blanco, 2008). 
 
3.5.2.2. Métodos erradicativos 
El objetivo es reducir la densidad de inóculo existente en el suelo y limitar su 
crecimiento mediante la aplicación de métodos culturales, físicos (solarización), 
biológicos o químicos (fungicidas). Tras la plantación, la acción de estos métodos suele 
estar dirigida a zonas localizadas de la plantación, evitando así problemas en la 
replantación de plantas muertas debido la VO.  
En cuanto a los métodos culturales, se encuentran la eliminación de toda 
aquella vegetación que pueda ser infectada por el patógeno, como  algunas malas 
hierbas, así como todo material vegetal del olivo susceptible de haber sido colonizado 
por éste (Tjamos y Botseas, 1987; Navas-Cortés et al., 2008). Estos restos de tejidos 
enfermos contribuyen a incrementar la población del patógeno en el suelo, siendo los 
principales responsables de su dispersión dentro de la propia plantación. 
En las últimas décadas se han estado evaluando diversas enmiendas orgánicas, 
así como la biofumigación (Kirkegaard y Sarwar, 1998; Lazarovits et al., 2000; Bhat y 
Subbarao, 2001; Huang et al., 2006; Tsror et al., 2007) para el control de los patógenos 
de suelo. Recientemente se han realizado experimentos in vitro para comprobar la 
efectividad de determinadas enmiendas orgánicas con el objetivo de reducir la 
viabilidad de los microesclerocios de V. dahliae. Se obtuvieron los mejores resultados 
al aplicar el estiércol de gallina o una solución con diversos microorganismos (hongos y 
bacterias), con una disminución del crecimiento de hasta el 100%. Este efecto fue algo 
menor cuando se utilizó compost procedente de viñedo (un 90%), y visiblemente 
menos efectivos, el compost de alperujo y de maíz (entre 40-80%) (Varo-Suárez et al., 
2013). 
El control biológico de enfermedades mediante el empleo de hongos patógenos 
se ha considerado un método alternativo al empleo del control con químicos (Cook, 
1993; Heydari y Pessarakli, 2010). Las interacciones que se dan entre 
planta/microorganismo son muy variadas, e incluyen mutualismo, comensalismo, 
neutralismo, competición, parasitismo, etc. (Fitter y Garbaye, 1994; Hoitink y Boehm, 
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1999; Bull et al., 2002; Bankhead et al., 2004; Chisholm et al., 2006). En el caso del 
olivo, el control biológico mediante el empleo de microorganismos antagonistas a V. 
dahliae (p.e. Pseudomonas spp., Trichoderma spp., Serratia spp.) es una medida que 
puede ser aplicada tanto de manera preventiva, antes de la plantación, como de 
manera paliativa una vez se haya producido la infección tras la plantación (López-
Escudero y Mercado-Blanco, 2011). De hecho, se sabe que algunos aislados de 
Trichoderma spp. y Pseudomonas spp. inducen considerablente las defensas naturales 
en las plantas contra otros patógenos (Harman et al., 2004; Haas y Défago, 2005). Por 
ejemplo, en el caso de Pseudomonas spp., la mejor respuesta en experimentos con 
plantas del cultivar ‘Picual’ (susceptible) inoculadas con el aislado defoliante de V. 
dahliae e incubadas tanto en cámara de crecimiento como en invernadero, se 
obtuvieron con Pseudomonas fluorescens, que redujo la severidad final de la 
enfermedad entre el 31 y el 82% (Mercado-Blanco et al., 2004). En cambio, los mejores 
resultados en placas de PDA (patata-dextrosa-agar) se lograron con aislados de 
Pseudomonas putida (Mercado-Blanco et al., 2004). En ensayos posteriores se 
comprobó el comportamiento endófito de P. fluorescens PICF7, ya que coloniza 
rápidamente las raíces de olivo, introduciéndose a través de los espacios intercelulares 
al interior de la raíz (Prieto y Mercado-Blanco, 2008). De hecho, se recomienda el 
tratamiento de las raíces con P. fluorescens en olivos que se encuentran en proceso de 
propagación en el vivero, como método de control biológico contra V. dahliae 
(Mercado-Blanco et al., 2004). Por otro lado, se ha observado que la colonización de 
las raíces de las plantas con Trichoderma spp. incrementa el crecimiento radicular de 
éstas y su desarrollo, su productividad, la captación y empleo de nutrientes, e incluso 
su resistencia a estreses bióticos (Harman et al., 2004). 
Por último, la resistencia inducida es una forma de control biológico, donde un 
organismo similar o estrechamente relacionado con el patógeno induce el huésped los 
mecanismos de defensa contra dicho patógeno (Baker y Paulitz, 1996). Los trabajos de 
Martos-Moreno (2003) en condiciones controladas indican que la inoculación previa 
con un aislado de V. dahliae de virulencia moderada protege a la planta, interfiere o 
induce resistencia frente a la infección posterior con el aislado defoliante, 
produciéndose una menor cantidad de enfermedad, y siendo este efecto 
particularmente claro en cultivares susceptibles. En ‘Picual’, los resultados mostraron 
que era necesario un periodo de tiempo de al menos 4 meses desde la inoculación con 
el aislado no defoliante para que se produjera una reducción significativa de la 
enfermedad (Martos-Moreno, 2003).  
 
3.5.2.3. Métodos de escape 
Estos métodos reducen la eficacia del patógeno para causar enfermedad y 
pueden actuar sobre diversas fases del ciclo de patogénesis: reduciendo la actividad 
del hongo, disminuyendo la probabilidad de contacto con la planta, limitando la 
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infección y colonización del huésped, o atenuando los efectos de la enfermedad. Los 
métodos de escape más importantes son: 
 La reducción del laboreo (López-Escudero et al., 2008, 2010). 
 Manejo del riego: dosis de riego (López-Escudero y Blanco-López, 2005a; 
García-Cabello et al., 2012; Pérez-Rodríguez et al., 2013, 2014). 
 Fertilización nitrogenada equilibrada (López-Escudero y Mercado-Blanco, 2011). 
 Otros: evitar la presencia de cultivos susceptibles localizados entre las calles de 
la plantación, etc. (López-Escudero et al., 2008, 2010). 
 
3.5.2.4. Terapia 
La terapia de los árboles enfermos mediante la aplicación de fungicidas foliares 
no ha dado resultado al tratarse de un patógeno vascular y no existir materias activas 
de naturaleza sistémica que sean efectivas (Talboys, 1984). La eliminación de 
microesclerocios del suelo con los desinfestantes disponibles sólo es posible en zonas 
no cultivadas, no pudiéndose emplear en plantaciones establecidas. Además, en las 
últimas décadas se han ensayado diversos fungicidas sistémicos (benomilo, 
carbendazim, fosetil-Al, y las mezclas de los anteriores con quinosol o porchloraz), 
algunos de los cuales ya no están permitidos en olivar, aplicados mediante inyección al 
tronco, spray foliar o directamente al suelo (Petsikos-Panayotarou, 1980; Fodale et al., 
2002; Mule et al., 2002; Trapero y Blanco, 2008). Ninguno de los fungicidas anteriores 
pudo controlar la enfermedad en condiciones de campo y, de hecho, actualmente no 
se dispone de ningún fungicida efectivo contra V. dahliae (Tjamos, 1993; Trapero y 
Blanco, 2008).  
 
 
4. RESISTENCIA DEL OLIVO A LA VERTICILOSIS 
 
4.1. La resistencia como método de control 
La resistencia es la capacidad de la planta de prevenir, retardar o restringir la 
penetración y posterior desarrollo del patógeno en los tejidos del huésped. Por lo 
general, la resistencia es la norma y la enfermedad es la excepción, es decir, las plantas 
son no-huéspedes para la gran mayoría de los microorganismos. Algunos 
microorganismos poseen capacidad para superar los mecanismos defensivos de las 
plantas, pudiendo adquirir patogenicidad especie-específica y establecer su gama de 
plantas susceptibles (Jiménez-Díaz, 1996). 
En las enfermedades vasculares, como la VO, la resistencia completa o ausencia 
de infección no existe o es rara (Blanco-López, 1996; Pegg y Brady, 2002). Sin embargo, 
la resistencia genética es el método más económico, fácil, seguro y efectivo (Agrios, 
2005; Klosterman et al., 2009; Bubici y Cirulli, 2011; Tsror, 2011; Jiménez-Díaz et al., 
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2012; López-Escudero y Mercado-Blanco, 2011) debiendo ser considerada como el 
principal método de control en huéspedes leñosos (Tjamos y Jiménez-Díaz, 1998).  
Existen variedades en algunos cultivos con un nivel de resistencia a V. dahliae 
elevado, como son alfalfa, cártamo, fresa, girasol, pistachero o tomate (Blanco-López, 
1996; Epstein et al., 2004). En otros cultivos, dicha resistencia no existe o es limitada, 
como ocurre en olivo. Sin embargo, la eficacia a largo plazo de esos cultivares 
resistentes puede verse amenazada por la aparición de nuevos patotipos del patógeno 
(Pegg y Brady, 2002). 
 
4.2. Mecanismos de resistencia 
Para que se produzca un completo desarrollo de la VO, el patógeno debe 
acceder al sistema vascular de la planta y colonizar el xilema. Las respuestas de 
resistencia de la planta pueden ser de resistencia a la penetración del patógeno en el 
sistema vascular; y de resistencia a la colonización vascular, una vez que en patógeno 
ha conseguido entrar en el sistema vascular (Beckman y Talboys, 1981; Beckman, 
1987; Pegg y Brady, 2002). 
 
4.2.1. Resistencia a la penetración del patógeno 
La raíz posee mecanismos estructurales para reducir la penetración de los 
patógenos de suelo que causan marchiteces vasculares y contribuir a la resistencia de 
la planta frente al patógeno. Estos mecanismos se localizan en la epidermis, la 
hipodermis, el córtex y la endodermis (Beckman y Talboys, 1981). Dichos mecanismos 
de resistencia son la formación de “lignitubers” (estructuras o depósitos de lignina), la 
suberificación o engrosamiento de las paredes celulares, y reacciones celulares de tipo 
hipersensible (Talboys, 1972). Así, la reacción de susceptibilidad o resistencia de la 
planta depende de las respuestas que ocurren en el interior de sus tejidos desde el 
comienzo de la infección (Garber y Houston, 1966; Harrison y Beckman, 1982). Sin 
embargo, varios estudios indican que tanto la formación de “lignitubers” como la 
suberificación no difiere cuantitativamente entre cultivares susceptibles y resistentes 
(Garber y Houston, 1966; Tjamos y Smith, 1975; Rodríguez-Jurado, 1993), y por tanto, 
su papel en la resistencia no está bien establecido (Talboys, 1958; Bishop y Cooper, 
1983, 1984; Hutson y Smith, 1983). 
 
4.2.2. Resistencia a la colonización vascular 
Una vez que el patógeno accede al sistema vascular, la colonización longitudinal 
de la planta depende de las conidias, mientras que la distribución transversal se debe 
al crecimiento micelial. Así, su progreso resulta del transporte de las conidias a través 
del xilema, siendo colonizada sistémicamente la planta a menos que sus mecanismos 
defensivos puedan contener, proteger o retardar la invasión por el patógeno (Beckman 
y Talboys, 1981; Bell y Mace, 1981; Beckman, 1987).  
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Los mecanismos de resistencia dentro de los tejidos vasculares pueden dividirse 
en mecanismos físicos y bioquímicos. Los primeros parecen ser los principales para la 
resistencia del huésped, y se basan en la formación de geles, gomas y tílides, que 
restringen el transporte de conidias (Talboys, 1964; Beckman, 1987). Entre los 
mecanismos de defensa bioquímicos, destacan los metabolitos secundarios, como las 
fitoalexinas, taninos, compuestos fenólicos y sus derivados, responsables de la 
coloración vascular observada en plantas enfermas (Beckman, 1966; Epstein et al., 
2004). A su vez, la organización del sistema vascular del huésped puede tener un 
importante efecto en su relativa susceptibilidad a los patógenos vasculares. Así, las 
diferentes susceptibilidades de cultivares de olmo a Ophiostoma novo-ulmi (agente 
causal de la grafiosis del olmo) se atribuyeron a diferencias en la longitud, diámetro y 
agrupación de los vasos, así como a su distribución en el xilema (Beckman y Talboys, 
1981; Solla y Gil, 2002). En el patosistema alfalfa/Verticillium albo-atrum, se ha 
sugerido que el tamaño, número o distribución de los vasos del xilema pueden influir 
en la resistencia del huésped, limitando tanto el movimiento longitudinal como 
transversal del patógeno (Pennypacker y Leath, 1993). En el caso del olivo, se ha 
estudiado la anatomía del xilema de dos cultivares no inoculados, que muestran 
diferente susceptibilidad a V. dahliae, ‘Frantoio’ (resistente) y ‘Picual’ (susceptible). De 
hecho, se han encontrado diferencias significativas entre ambos cultivares para 
algunos parámetros relacionados con el transporte del agua, con la posible 
interferencia del xilema a la colonización del patógeno, aunque no se descartan otro 
tipo de mecanismos que interfieran en la susceptibilidad o resistencia del cultivar 
(Molina, 2010). Finalmente se estimó que la estructura del xilema del cultivar 
‘Frantoio’, con una mayor área conductora en el tejido xilemático por tener una mayor 
densidad de vasos, tiene un papel más relevante en la resistencia y recuperación 
natural de la enfermedad al compararlo con ‘Picual’ (Molina, 2010). 
Todas estas reacciones defensivas son esencialmente las mismas en huéspedes 
susceptibles y en resistentes, pero su nivel, intensidad y secuencia son lo que 
diferencia ambos comportamientos (Beckman, 1989; Mace, 1989). 
 
4.3. Genética de la resistencia a Verticillium dahliae 
En la mayoría de los casos la resistencia a V. dahliae es de tipo poligénica 
cuantitativa, estando controlada por múltiples genes que regulan numerosos procesos 
fisiológicos que constituyen sus mecanismos de defensa, siendo ésta efectiva en mayor 
o menor grado sobre todas las razas o patotipos de un patógeno. En especies como 
tomate o col (Diwan et al., 1999; Pegg y Brady, 2002; Bubici y Cirulli, 2008), el 
mecanismo de control genético de la resistencia está controlado por un solo gen que 
es dominante para la resistencia, y que se relaciona con una rápida oclusión vascular. 
Este tipo de resistencia es estable a distintas temperaturas, pero no frente a distintas 
razas del patógeno. En algunas plantas leñosas también puede estar presente el 
CAPÍTULO 1 
 
24 
 
control monogénico de la resistencia a V. dahliae, como es el caso del cacao, cuya 
resistencia se localiza en una pareja de alelos, siendo el carácter dominante la 
susceptibilidad (Braga et al., 1989). A pesar de ello, en la mayoría de huéspedes 
leñosos es presumible la existencia de un control poligénico de la resistencia a V. 
dahliae. En el caso del pistacho, se llegó a la conclusión de que existe un “gene pool” o 
conjunto de genes extenso y con gran variabilidad, que es adecuado para la búsqueda 
de fuentes de resistencia y para su mejora genética (Morgan et al., 1992) 
En cuanto a la VO, Wilhelm y Taylor (1965) fueron los primeros que evaluaron 
la resistencia de plántulas de semillas de frutos procedentes de 10 variedades de olivo 
y de acebuches procedentes de Rusia y del norte de África, todos ellos en polinización 
libre. Entre éstos, los cultivares ‘Frantoio’ (resistente a la enfermedad) y ‘Arbequina’ 
(moderadamente susceptible/susceptible) dieron lugar a la mayor proporción de 
descendencias resistentes. En los demás cultivares, la proporción de plantas de semilla 
descendientes que no mostraron síntomas estuvo relacionada con la resistencia que 
presentaba cada variedad (Wilhelm y Taylor, 1965). Posteriormente, Trapero et al. 
(2011a) estudiaron la heredabilidad de la resistencia a V. dahliae, mediante la 
inoculación de plantas de semillas obtenidas por cruzamientos y polinización libre. En 
estos trabajos, las plántulas de semilla fueron inoculadas con el aislado V117 (patotipo 
D), destacando el hecho de que el cultivar ‘Frantoio’ podría resultar un buen genitor 
por los buenos resultados obtenidos en su descendencia (Trapero et al., 2011a).  
En estudios más recientes de Trapero et al. (2014), se evaluó la resistencia a la 
VO de acebuches, otras especies del género Olea (Olea europaea subsp. cuspidata y 
Olea exasperata) y de 48 progenies obtenidas por cruzamientos (por polinización libre 
y dirigida). Este trabajo corroboró la idoneidad de seleccionar al cultivar ‘Frantoio’ 
como parental, tanto femenino como masculino, por transmitir elevados niveles de 
resistencia a su descendencia de manera exitosa. En cambio, la descendencia de otros 
cultivares incluidos también en este estudio y con resistencia a la VO similar a 
‘Frantoio’, como ‘Changlot Real’ o ‘Empeltre’, presentaba un nivel de susceptibilidad 
mucho más elevado que la de ‘Frantoio’. Además, se observó que la descendencia 
obtenida de parentales susceptibles daba lugar a genotipos con respuesta variable a la 
VO, hecho que podría ser interesante para la selección de genotipos resistentes en 
progenies que, aunque muestren elevada susceptibilidad, presenten algún carácter de 
interés agronómico como puede ser el reducido vigor (Trapero et al., 2014). Por otro 
lado, y debido probablemente al tipo de genotipos evaluados en ese trabajo, el valor 
de la heredabilidad del gen o genes que confieren la resistencia a V. dahliae es medio o 
bajo, por la elevada variabilidad encontrada en las progenies. Por todo ello, Trapero et 
al. (2014) sugieren que en el caso del olivo, los genes que controlan la herencia de la 
resistencia a V. dahliae podrían ser de tipo poligénico cuantitativo, y estiman que sería 
posible realizar mejora genética para este carácter.  
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4.4. Recuperación natural de la enfermedad 
El fenómeno de la recuperación natural ha sido descrito en plantas leñosas y 
consiste en la remisión de síntomas y la reanudación del crecimiento vegetativo en 
plantas que han sufrido previamente infecciones leves o moderadas. En olivo se ha 
observado la recuperación natural de la enfermedad (Wilhelm y Taylor, 1965; Blanco-
López et al., 1984, 1990; López-Escudero y Blanco-López, 2005b) y en ocasiones una 
progresiva reducción de los síntomas con el transcurso del tiempo, sugiriendo este 
hecho un aumento de la tolerancia al patógeno con la edad de la planta (Blanco-López 
et al., 1990). En estudios previos se ha comprobado que la recuperación de la 
enfermedad es superior en olivos infectados con el aislado no defoliante de V. dahliae, 
que con el patotipo defoliante. A su vez, la recuperación natural también se ha 
asociado al nivel de resistencia del cultivar, siendo ésta tres veces superior en aquellos 
cultivares resistentes y moderadamente susceptibles, respecto a los susceptibles 
(López-Escudero y Blanco-López, 2005b). 
Algunos autores han sugerido que la recuperación natural de la enfermedad 
depende de la capacidad del árbol para ocluir los vasos vasculares infectados, 
inactivando de ese modo la viabilidad del hongo en el interior del xilema e impidiendo 
nuevas infecciones (Wilhelm y Taylor, 1965; Talboys, 1968; Sinclair et al., 1981; 
Rodríguez-Jurado, 1993; Hiemstra, 1995). Por otro lado, se ha observado que en el 
caso de aquellos olivos inoculados artificialmente que presentan recuperación natural, 
el patógeno difícilmente puede ser aislado pasadas 19 semanas después de la 
inoculación. La recuperación en campo podría ser debida no sólo a una inactivación del 
patógeno por condiciones ambientales desfavorables, sino por una respuesta activa de 
la planta infectada al ataque del hongo (López-Escudero y Blanco-López, 2005b). 
 
4.5. Métodos de evaluación de resistencia de olivo a Verticillium dahiae 
Los experimentos para la evaluación de genotipos de olivo a esta enfermedad 
se han llevado a cabo en condiciones controladas, con inoculaciones artificiales, o 
naturales, en campos infestados con el patógeno.  
 
4.5.1. Evaluación en condiciones controladas 
Los estudios de evaluación de resistencia mediante inoculaciones artificiales en 
condiciones controladas son los que hasta ahora han aportado más cantidad de 
información. Las condiciones en ambiente controlado deben estar estandarizadas para 
conseguir resultados reproducibles y simular las naturales, favoreciendo el desarrollo 
de la enfermedad. Existen varios métodos de inoculación, que se han desarrollado 
tanto en condiciones naturales como en condiciones controladas (Blanco-López et al., 
1998). El objetivo es minimizar el número de escapes que en muchas ocasiones 
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ocurren cuando las plantas se trasplantan a un suelo naturalmente infestado con el 
patógeno; provocar infecciones consistentes con una expresión de síntomas clara que 
permita diferenciar reacciones de resistencia y susceptibilidad; y minimizar el espacio y 
tiempo empleados en las inoculaciones, así como evaluar el número máximo de 
genotipos posible (Blanco-López et al., 1998; Trapero et al., 2009; Trapero et al., 
2013a). 
 
4.5.1.1. Inmersión radicular en suspensión de conidias 
Rodríguez-Jurado (1993) llevó a cabo varios experimentos con el objeto de 
poner a punto una metodología adecuada para inocular plantas de olivo con V. dahliae 
de forma eficaz y consistente, y así estudiar los procesos de colonización vascular. 
Observó que la edad de la planta y los cortes realizados en el extremo de la raíz 
influían en la reacción de la planta a la infección. La inoculación de plantas de 9 meses 
de edad mediante inmersión del sistema radical herido en una suspensión de 107 
conidias/ml durante una hora, reprodujo consistentemente y con escasa 
heterogeneidad los síntomas causados por V. dahliae (Rodríguez-Jurado, 1993).  
La efectividad de este método de evaluación y las reacciones de los cultivares 
‘Oblonga’ (=‘Frantoio’) (Barranco et al., 2000) y ‘Picual’ ha sido ampliamente 
demostrada en los estudios posteriores donde se han evaluado las reacciones de 
diversos genotipos de olivo (López-Escudero et al., 2004; Raya-Ortega, 2005; Martos-
Moreno et al., 2006). De hecho, el método anteriormente descrito, con ligeras 
modificaciones, es el más empleado actualmente en el Departamento de Agronomía 
de la Universidad de Córdoba para la evaluación de la resistencia a V. dahliae de los 
cultivares de olivo, ya que se pueden reproducir los síntomas de manera consistente y 
repetible entre y dentro de los experimentos (Rodríguez-Jurado, 1993; López-Escudero 
et al., 2004; Raya-Ortega, 2005; Martos-Moreno et al., 2006; Abo Shkeer, 2010; Birem, 
2010; Trapero et al., 2013a).  
 
4.5.1.2. Inyección al tallo 
En olivo, así como en otras especies, la inyección del inóculo directamente en el 
tallo se ha empleado en la evaluación de la resistencia a V. dahliae (Blanco-López et al., 
1998; Raya-Ortega, 2005; López-Escudero et al., 2007). En experimentos llevados a 
cabo en esta especie, el inóculo puede consistir en una suspensión de conidias o una 
mezcla de éstas junto al micelio del hongo (Raya-Ortega, 2005; López-Escudero et al., 
2007; Antoniou et al., 2008). La metodología de inoculación es relativamente sencilla y 
se evita la realización de heridas en las raíces de la planta, por lo que en los últimos 
años se ha usado para evaluar la resistencia de cultivares de olivo (Antoniou et al., 
2001; Paplomatas y Elena, 2001; López-Escudero et al., 2007; Cirulli et al., 2008). En 
nuestro Departamento, en los trabajos llevados a cabo por Raya-Ortega (2005), se 
inocularon cuatro cultivares de olivo mediante la inyección de una suspensión de 
conidias en el tronco de plantas de 12 meses de edad, y posteriormente, se utilizó la 
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misma metodología para evaluar la resistencia a V. dahliae de 26 cultivares de olivo 
(López-Escudero et al., 2007). Por último, se evaluaron tres cultivares de olivo con esta 
técnica, pero en este caso se empleó una masa elaborada mediante el raspado de la 
superficie de placas de PDA (patata-dextrosa-agar) donde crecía el hongo, junto con 
unas gotas de agua estéril y se ajustó a la concentración de 4x107 conidias/ml, 
obteniéndose buenos resultados respecto al método anterior (Birem, 2010).  
La mayoría de trabajos han revelado que la inyección al tallo es una técnica 
muy útil para la evaluación preliminar de la resistencia a la VO en programas de 
evaluación a gran escala (Paplomatas y Elena, 2001; Raya-Ortega, 2005; Markakis et 
al., 2006; López-Escudero et al., 2007), pudiendo eliminar los genotipos más 
susceptibles en una primera preselección. De hecho, los síntomas fueron muy similares 
a los obtenidos por el método de inmersión radicular, aunque los parámetros 
fitopatológicos finales fueron ligeramente diferentes con una reducción o retraso en el 
desarrollo de los síntomas, que pudo estar influida por las condiciones ambientales 
(Raya-Ortega, 2005; López-Escudero et al., 2007). Asimismo, esta técnica de inyección 
al tallo no reproduce la entrada natural del patógeno al interior de la planta, por lo que 
la colonización no es tan extensa como la que ocasiona la inmersión radicular (López-
Escudero et al., 2007). 
 
4.5.1.3. Otros métodos 
En los estudios realizados en plantas de olivo obtenidas de semilla por Trapero 
et al. (2013a) se utilizaron los métodos de inoculación de inyección al tallo, inmersión 
radicular en una suspensión de conidias e inmersión de contenedores de alveolos con 
plantas en una suspensión de conidias de V. dahliae. La técnica más efectiva fue la 
inmersión de la raíz en la suspensión de conidias. La inyección al tallo de las plantas de 
semilla resultó también consistente en el establecimiento de la enfermedad, aunque 
los valores de severidad de enfermedad obtenidos fueron algo menores. Sin embargo, 
la inyección al tallo es el método de inoculación más rápido de los tres estudiados. La 
inmersión de alveolos no fue suficientemente efectiva en inducir infecciones en las 
plantas, debido probablemente a que el sustrato empleado no se esterilizó y éste pudo 
retener o inactivar las conidias (Bubici y Cirulli, 2011; López-Escudero y Mercado-
Blanco, 2011; Jiménez-Díaz et al., 2012).  
La edad de las plantas de olivo obtenidas de semilla también parece tener 
influencia en la susceptibilidad expresada, siendo las plantas más jóvenes las más 
susceptibles a la enfermedad y en las que más rápido se desarrolla (Trapero et al., 
2013a). Por último, se comparó la evolución de la enfermedad en estas plantas tanto 
en cámara de ambiente controlado como en invernadero, resultando las de la cámara 
de ambiente controlado las mejores condiciones para la incubación y el rápido 
desarrollo de la enfermedad (Trapero et al., 2013a).   
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4.5.2. Evaluación en condiciones naturales 
El objetivo de esta evaluación es seleccionar individuos resistentes en una 
población de plantas o en material seleccionado procedente de experimentos previos 
en condiciones controladas. En este tipo de evaluaciones, las fuentes de variabilidad 
pueden ser numerosas, destacando entre ellas la densidad de inóculo y la virulencia 
del patógeno en el suelo (Blanco-López y López-Escudero, 2005). El inóculo presente 
en el suelo se puede incrementar previamente mediante la siembra de cultivos 
susceptibles a V. dahliae y, a veces, intercalando estos cultivos entre las plantas a 
evaluar (Wilhelm et al., 1965). Este tipo de experimentos se pueden complementar 
inoculando las plantas en el momento de la plantación (Wilhelm y Thomas, 1950; 
Wilhelm y Taylor, 1965; Sinclair et al., 1981). La evaluación de la resistencia se realiza 
en función de la incidencia y severidad de síntomas y de la presencia del patógeno en 
los tejidos internos de la planta. Además, la evaluación en condiciones naturales es 
fundamental en los programas de mejora de variedades. Actualmente en el 
Departamento de Agronomía de la Universidad de Córdoba existe un Programa de 
Mejora, en el que uno de los objetivos es la obtención de genotipos resistentes a la VO 
(ver epígrafe 4.6.). En este programa, tras la preselección de progenies en 
experimentos en condiciones controladas, las variedades se trasladan a campos 
infestados para evaluar sus características agronómicas (Rallo et al., 2007, 2011; 
Trapero et al., 2014). 
Existen numerosos trabajos que aportan datos de resistencia o susceptibilidad 
de los diferentes cultivares del olivo a las infecciones por V. dahliae en condiciones de 
campo, en plantaciones establecidas sobre suelos naturalmente infestados con el 
patógeno (Ruggieri, 1946; Wilhelm y Taylor, 1965; Hartmann et al., 1971; 
Thanassoulopoulos et al., 1979; Caballero et al., 1980; Wilhelm, 1981; Al-Ahmad y 
Mosli, 1993; Blanco-López et al., 1984; Lopez-Escudero y Blanco-Lopez, 2001; Martos-
Moreno, 2003; Trapero et al., 2013b). En California, Wilhelm y Taylor (1965) 
observaron que plantas de los cultivares ‘Manzanillo’ y ‘Redding Picholene’ resultaban 
susceptibles a la infección por V. dahliae cuando eran trasplantadas a un suelo 
naturalmente infestado. En otros países del ámbito mediterráneo también se han 
realizado importantes prospecciones, como en Siria, donde se ha referido la 
susceptibilidad de los cultivares ‘Henblasi’, ‘Sourani’, ‘Zaeti’, ‘Muhazam Abu-Sati’ y 
‘Dnaebli’ (Al-Ahmad y Mosli, 1993). Ya en España, las primeras referencias provienen 
de las observaciones realizadas por Caballero et al. (1980) en el BMGO del IFAPA de 
Córdoba (Caballero et al., 2006). En algunas parcelas de esta colección, infestadas por 
el patógeno, los cultivares de ‘Kilis Yaglik’, ‘Dolce Agogia’, ‘Verdial de Huevar’, 
‘Verdale’, ‘Cornicabra’ y ‘Salonenque’ mostraron las mayores incidencias de la 
enfermedad entre los cultivares evaluados. El nivel de infestación era bajo y la 
severidad de los síntomas fue variada, no observándose plantas muertas. Más 
adelante, en prospecciones sistemáticas realizadas en Andalucía (Blanco-López et al., 
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1984), se indicó la elevada susceptibilidad de los cultivares ‘Picual’, ‘Hojiblanca’ y 
‘Manzanilla’. Martos-Moreno (2003) observó que los cultivares ‘Empeltre’, ‘Frantoio’ 
(=‘Oblonga’) y ‘Changlot Real’, no mostraron síntomas durante tres años de evaluación 
en una parcela infestada con niveles de moderados a elevados del patógeno, 
habiéndose aislado de plantas afectadas el aislado defoliante. Por el contrario, los 
cultivares ‘Cornicabra’, ‘Picual’ y ‘Picudo’ se mostraron extremadamente susceptibles, 
presentando incidencias de enfermedad por encima del 40% sólo un año después de la 
plantación.  
Por último, Trapero et al. (2013b) evaluaron la resistencia a la VO de 11 
cultivares, previamente evaluados en condiciones controladas, en dos parcelas 
situadas en Utrera (Sevilla) y Arjona (Jaén), de elevada y moderada densidad de 
inóculo en el suelo, respectivamente, y en las que se había sembrado en los últimos 
años cultivos herbáceos huéspedes del patógeno. En estos ensayos se confirmó los 
niveles de resistencia de los cultivares, coincidiendo en la mayoría de los casos con los 
obtenidos en condiciones controladas. A su vez, este experimento demostró que con 
elevadas concentraciones de inoculo en suelo, la enfermedad podía llegar a afectar de 
forma moderada a plantas de los cultivares que usualmente presentan una resistencia 
casi completa al patógeno en condiciones artificiales (p.e. ‘Frantoio’, ‘Changlot Real’ o 
‘Empeltre’) (Trapero et al., 2013b). 
 
4.5.3. Cuantificación de la resistencia 
Para estimar la resistencia de la planta se evalúa la reacción sintomatológica de 
la planta tras la inoculación. La severidad de los síntomas en la parte aérea de las 
plantas se suele evaluar según una escala de 0 (planta sana) a 4 (planta muerta), según 
el porcentaje de tejido afectado por necrosis de hojas y brotes, clorosis, defoliación y 
abarquillamiento de hojas (Figura 6). La resistencia de los cultivares se estima en 
función del Área Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad Porcentual (ABCPEP), que 
se define como el valor porcentual sobre el área que representa la enfermedad 
máxima. Además se consideran otros parámetros como la severidad final de síntomas, 
el porcentaje de plantas muertas y la recuperación natural de las plantas al final del 
periodo de evaluación (Blanco-López et al., 1998; Blanco-López y López-Escudero, 
2005; López-Escudero y Blanco-López, 2005b). 
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Figura 6. Escala empleada en la evaluación de la enfermedad, desde planta sana (0), a la 
izquierda, hasta planta muerta (4), a la derecha. 
 
4.5.4. Factores que modifican la resistencia 
La reacción de las plantas a la infección puede ser modificada por factores 
como la edad de la planta huésped, la densidad de inóculo y la virulencia del patógeno 
(Blanco-López y López-Escudero, 2005). El aislado de V. dahliae empleado en los 
experimentos suele proceder de material vegetal infectado de la misma especie a 
evaluar, o de patotipos que causan reacciones similares en otras plantas. Por ejemplo, 
en el caso del olivo se han empleado con frecuencia patotipos que afectan a algodón 
(aislados D y ND). Además, la resistencia varietal o genotípica puede verse influida por 
factores ambientales como la humedad y temperatura, frecuencia de riego o el tipo de 
suelo (López-Escudero et al., 2009; López-Escudero y Mercado-Blanco, 2011; Pérez-
Rodríguez et al., 2013, 2014). Por ejemplo, en algodón, temperaturas superiores a 
30ºC reducen la infección y pueden resultar en la recuperación de la enfermedad (Bell 
y Presley, 1969). Este efecto parece depender del aislado presente en el suelo, de 
forma que el D es siempre afectado por la temperatura elevada en menor grado que el 
ND (Wyllie y DeVay, 1970). En el caso de cultivares de olivo susceptibles a V. dahliae, 
como ocurre con ‘Picual’, se ha observado que la aplicación de riego diario favorece el 
desarrollo de la enfermedad respecto a otros regímenes de riego semanales, 
quincenales o de déficit. Por tanto, una menor frecuencia de riego favorecería el 
retraso y menor desarrollo de los síntomas en estos cultivares susceptibles (Pérez-
Rodríguez et al., 2014). 
Otras condiciones, como las nutricionales, también pueden influir en el 
desarrollo de la enfermedad, aunque hay poca información al respecto. En cualquier 
caso, la resistencia a VO parece estar relacionada positivamente con el contenido de 
potasio y negativamente con el de nitrógeno (Blanco-López y López-Escudero, 2005). 
INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 
 
31 
 
 
4.6. Obtención de nuevos genotipos de olivo resistentes a Verticillium 
dahliae mediante cruzamientos 
En cuanto a la obtención de nuevos genotipos de olivo resistentes al patógeno, 
en los trabajos realizados por Trapero (2009) se emplearon plantas preseleccionadas 
por León et al. (2005) de los cruzamientos entre las variedades ‘Frantoio’ (Resistente), 
‘Arbequina’ (Moderadamente Susceptible) y ‘Picual’ (Susceptible), así como los 
progenitores. Las preselecciones que mostraron un mayor número de síntomas fueron 
las procedentes de los cruzamientos de ‘Picual’ x ‘Arbequina’ y del recíproco. Por otro 
lado, Trapero (2010) inoculó plantas procedentes de: cruzamientos de ‘Frantoio’  x 
‘Changlot Real’, ‘Frantoio’ x ‘Empeltre’, ‘Frantoio’ x ‘Picual’, ‘Picual’ x ‘Frantoio’ y 
‘Pequeña de Casas Ibáñez’ x ‘Empeltre’; cruzamientos por polinización libre de diversas 
variedades, como ‘Empeltre’, ‘Hojiblanca’ o ‘Koroneiki’; semillas de acebuche; y 
semillas procedentes de otras especies del género Olea (Olea europea subsp. 
cuspidata y Olea exasperata). Los resultados obtenidos sugieren que los genitores más 
apropiados para la mejora en olivo podrían ser ‘Frantoio’, ‘Koroneiki’, varios acebuches 
y Olea exasperata, por los buenos resultados en cuanto a la resistencia a V. dahliae 
(Trapero, 2010).  
En ensayos posteriores se confirmó que el cultivar ‘Frantoio’ puede ser el 
genitor más adecuado en la mejora genética en olivo para la resistencia a Verticillium, 
ya que se ha comprobado que transmite con eficiencia este carácter a su descendencia 
(Trapero et al., 2011a, 2014). Por ejemplo, el cruzamiento entre ‘Frantoio’ y ‘Picual’ da 
como resultado una descendencia con un alto número de genotipos resistentes.  Por 
otro lado, ‘Koroneiki’ también transmite resistencia a su descendencia, aunque los 
genotipos resultantes son ligeramente menos resistentes a los obtenidos con 
‘Frantoio’ y aparecen en mayor proporción individuos también susceptibles (Trapero et 
al., 2014). A su vez, en las progenies más susceptibles se observó un patrón de 
descendencia variable, obteniéndose genotipos tanto más susceptibles como mucho 
más resistentes que sus parentales (Trapero et al., 2014). Este fenómeno es conocido 
como segregación transgresiva (Robinson, 1996), y permitiría la selección de genotipos 
resistentes en progenies que aunque muestren elevada susceptibilidad, tienen 
características agronómicas de interés (Trapero et al., 2014). 
 
4.7. Evaluación de cultivares del BGMO de Córdoba a Verticillium dahliae 
Desde el año 1994 y hasta la actualidad, en el Departamento de Agronomía de 
la Universidad de Córdoba se han realizado numerosos experimentos de evaluación de 
resistencia a la VO en ambiente controlado y en condiciones de campo, en los que se 
ha establecido el nivel de resistencia relativo de más de 130 cultivares de olivo 
nacionales y extranjeros, procedentes del BGMO del IFAPA de Córdoba (López-
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Escudero et al., 2004, 2007; Raya-Ortega, 2005; Martos-Moreno et al., 2006; Abo 
Shkeer, 2010; Birem, 2010; Trapero et al., 2011c).  
La mayor parte de los 130 genotipos evaluados fueron extremadamente 
susceptibles (45.5%), susceptibles (33.6%) o moderadamente susceptibles (13.6%) a la 
VO, y sólo un pequeño porcentaje de ellos resultaron resistentes (7.3%). De hecho, la 
mayoría de las variedades de olivo evaluadas, principalmente las comerciales, han 
resultado susceptibles o extremadamente susceptibles a la enfermedad, como ‘Picual’, 
‘Hojiblanca’ o ‘Manzanilla de Sevilla’ (López-Escudero et al., 2004, 2007; Raya-Ortega, 
2005; Martos-Moreno et al., 2006; Abo Shkeer, 2010; Birem, 2010; Trapero et al., 
2011c). Sin embargo, sólo algunas variedades principales como ‘Frantoio’, ‘Empeltre’ 
(López-Escudero et al., 2004; Trapero et al., 2013b) o ‘Changlot Real’ (Martos-Moreno 
et al., 2006; Trapero et al., 2013b) han mostrado cierta resistencia al patógeno. 
Además, es necesaria la confirmación del nivel de resistencia de los genotipos que a 
priori han mostrado cierta resistencia al patógeno, ya sea en inoculaciones artificiales 
en condiciones controladas o semi-controladas, así como en condiciones de campo. 
Aquellas variedades que sean confirmadas como resistentes a V. dahliae, serán 
introducidas como genitores en el Programa de Mejora de Olivo desarrollado en la 
actualidad en la Universidad de Córdoba (Rallo et al., 2007; Trapero et al., 2014), o 
bien podrán ser empleadas como posibles patrones de genotipos susceptibles de 
interés comercial. De hecho, el nivel de resistencia de ‘Frantoio’ o de ‘Changlot Real’, al 
igual que el nivel de susceptibilidad de ‘Picual’, han sido ampliamente confirmados en 
diversos experimentos, tanto en campo como en condiciones controladas (López-
Escudero y Mercado-Blanco, 2011; Trapero et al., 2013b). 
De la totalidad de cultivares evaluados del BGMO, el 95% pertenecen a la 
cuenca Mediterránea, de los cuales el 63.8% son de procedencia española. En cuanto a 
los cultivares españoles, se han evaluado 19 de los 24 cultivares principales (79.2%), 7 
de los 24 genotipos secundarios (29.2%), 16 de los 50 cultivares difundidos (32%) y 
sólo 25 de los 174 cultivares locales (14.4%) (López-Escudero et al., 2004, 2007; Raya-
Ortega, 2005; Martos-Moreno et al., 2006; Abo Shkeer, 2010; Birem, 2010; Trapero et 
al., 2011c). Debido principalmente a la metodología de propagación empleada en 
olivo, de estaquillado semileñoso mediante clonación (Caballero y Del Río, 2010), se ha 
producido un escaso intercambio genético a lo largo de las zonas de producción 
localizadas principalmente en la cuenca Mediterránea (Besnard et al., 2001, 2013), y 
por tanto, la mayoría de las variedades de olivo han sido fruto probablemente de un 
proceso de selección local realizada por el mismo agricultor (Rallo, 2005). De hecho, 
esta variabilidad genética que poseen los cultivares de olivo podría ser de gran 
importancia en la identificación de fuentes de resistencia a la VO, sobre todo en el caso 
de las variedades locales (Rallo, 2005). Al encontrarse estas últimas confinadas en una 
pequeña área geográfica, se estima que poseen una amplia variabilidad genética que 
podría ser de interés para la localización de posibles genes de resistencia al patógeno 
(Besnard et al., 2001, 2013; Rallo, 2005). Por ello, y para la búsqueda de genotipos de 
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olivo resistentes a V. dahliae, es de gran interés la evaluación de los cultivares 
presentes en los Bancos de Germoplasma, por la gran cantidad de genotipos 
disponibles en Banco y el trasfondo genético que éstos aportan. 
 
 
5. OBJETIVOS 
 
Como se ha mencionado anteriormente, en el BGMO de Córdoba existen en 
torno a 500 variedades autentificadas (Belaj, 2014), de las cuales se ha evaluado su 
resistencia a la VO de algo más de un 25% del total. Debido a que la mayoría de las 
variedades evaluadas hasta la fecha han mostrado altos niveles de susceptibilidad, se 
hace necesario evaluar el resto del material genético disponible en el citado Banco. Por 
ello, los objetivos principales de esta tesis han sido: 
 
- Continuar con la evaluación de la resistencia de cultivares del Banco de 
Germoplasma Mundial de Olivo (BGMO) al patotipo defoliante de Verticillium 
dahliae, en condiciones de invernadero y naturales (campo).  
- Evaluar algunas variantes de los métodos de inoculación y condiciones 
ambientales durante la incubación, que mejoren la efectividad de la evaluación 
de resistencia de los genotipos del Programa de Mejora:  
 Una nueva metodología de inoculación, empleando una mezcla batida de 
medio de cultivo y micelio y conidias del hongo. 
 La influencia de la aplicación de luz continua y natural en el 
establecimiento y desarrollo de la enfermedad, en condiciones de 
invernadero.  
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EVALUATION OF RESISTANCE OF SPANISH OLIVE CULTIVARS TO Verticillium 
dahliae IN INOCULATIONS CONDUCTED IN GREENHOUSE 
 
 
ABSTRACT 
The resistance of twenty-eight Spanish olive cultivars to Verticillium dahliae was evaluated in 
an experiment conducted under greenhouse conditions, by impregnating plant roots with a 
semisolid fluid mass of a mixture of culture medium and the conidia and mycelium of the 
fungus. Five-month-old olive plants were inoculated with a cotton defoliating isolate of V. 
dahliae. ‘Frantoio’ and ‘Picual’ were used as resistant and susceptible reference cultivars, 
respectively. Cultivars were assessed on the basis of final values of the area under the 
disease progress curve, mean severity of symptoms, and mortality at twenty-six weeks 
following inoculation. Verticillium wilt disease developed more slowly and reached lower 
values of these parameters than those normally recorded in previous studies conducted in 
growth chambers, using root-dip inoculation in a conidial suspension of the pathogen. 
However, most of the evaluated cultivars exhibited susceptible or moderately susceptible 
reactions to the infections caused by V. dahliae. In particular, a group of eight cultivars, from 
the same group as ‘Picual’, such as ‘Manzanilla de Abla’, ‘Manzanilla del Centro’ and ‘Negrillo 
de Iznalloz’, were significantly more susceptible than ‘Frantoio’. Conversely, ‘Escarabajillo’, 
‘Menya’ and ‘Sevillana de Abla’ exhibited high level of resistance to the disease, no dead 
plants, and vegetative recovery. Field experiments are currently being carried out to confirm 
the level of resistance assigned to these last genotypes. If confirmed, these genotypes will 
act as potential resistant genitors for inclusion in current olive breeding programs or for use 
as resistant rootstocks. 
 
Keywords: Verticillium wilt, Defoliating pathotype, Olea europaea, World Olive Germplasm 
Bank, Root dip inoculation, rootstocks. 
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1. INTRODUCTION 
Verticillium wilt of olive (VWO) is a major disease caused by Verticillium dahliae Kleb. 
that affects olive (Olea europaea L.) orchards in Spain and throughout the Mediterranean 
region (Bubici and Cirulli, 2011; López-Escudero and Mercado-Blanco, 2011; Tsror, 2011; 
Jiménez-Díaz et al., 2012). VWO is an extremely serious disease that substantially reduces 
the production of olive orchards and causes high rates of tree mortality (Tjamos, 1993; 
Hiemstra and Harris, 1998).  
Symptom severity of VWO depends on the virulence of the infecting V. dahliae 
pathotype and is classified as defoliating (D) or non-defoliating (ND) (Rodríguez-Jurado et al., 
1993; López-Escudero et al., 2004, 2007; Jiménez-Díaz et al., 2011). Infections caused by the 
D pathotype can be lethal to olive trees; whereas plants infected with ND isolates usually do 
not show severe disease symptoms and can eventually recover from the disease (Tjamos et 
al., 1991; Jiménez-Díaz et al., 1998). The vegetative recovery process begins with new plant 
growth, and new twigs and leaves are produced in plants with moderate or slight symptoms 
(López-Escudero and Blanco-López, 2005). 
This disease is very difficult to control due to the characteristics of the pathogen and 
the nature of the infection. The pathogen survives in the soil for several years in resting 
structures (microsclerotia) and causes systemic infection when the environmental conditions 
are appropriate. Therefore, disease control must be approached using an integrated 
strategy, which includes the use of resistant cultivars or rootstocks, reducing soil inoculums, 
and limiting the spread of the disease (Tjamos, 1993; Jiménez-Díaz et al., 1998). The use of 
resistant cultivars is likely the most efficient tool for reducing the severity and the spread of 
the disease (Hiemstra and Harris, 1998; López-Escudero and Mercado-Blanco, 2011).  
Many factors affect Verticillium wilt resistance, either in the field or under controlled 
conditions. Among these, the type and the level of the inoculum density, the virulence of the 
pathogen strain and the environmental conditions are the most important (Wilhelm and 
Taylor, 1965; López-Escudero et al., 2010; Levin et al., 2003; López-Escudero and Mercado-
Blanco, 2011). In particular, high inoculum density of the D pathotype in the soil reduces the 
resistance to V. dahliae, and even cultivars that exhibit moderately resistance in artificial 
inoculation trials (López-Escudero et al., 2004), can lose their resistance (Trapero et al., 
2013). In addition, a high inoculum density applied using artificial inoculations can overcome 
the resistance that a certain cultivar usually exhibits under field conditions (López-Escudero 
et al., 2004; Trapero et al., 2013).  
Initial efforts to control the disease focused on assessing the Verticillium wilt 
resistance of olive cultivars maintained in the World Olive Germplasm Bank (WOGB) of 
IFAPA “Alameda del Obispo” (Junta de Andalucía, Córdoba, Spain) (Caballero et al., 2006). 
This evaluation program has been ongoing since 1994 at the Department of Agronomy of 
Córdoba University (Spain); to date, the resistance of nearly 120 national and foreign 
cultivars has been evaluated. All experiments have consisted of inoculating olive plants by 
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root dipping or stem injection, using a conidial suspension of the pathogen, followed by 
incubation in a growth chamber and assessing symptom development for three months 
(López-Escudero et al., 2004, 2007; Martos-Moreno et al., 2006).  
Evaluations to identify Verticillium wilt resistance in olive have been carried out in 
many other countries in recent years under controlled (López-Escudero et al., 2004, 2007; 
Markakis et al., 2009; Erten and Yildiz, 2011; Bubici and Cirulli, 2012; Mercado-Blanco and 
López-Escudero, 2012) or field conditions (Wilhelm and Taylor, 1965; Hartmann et al., 1971; 
Antoniou et al., 2008; Trapero et al., 2013). Studies developed under controlled conditions 
closely managed of the environmental parameters influencing disease onset and 
development, as is necessary to correctly designate the resistance level of a given cultivar. 
Inoculated plants are often almost one year old and the evaluation time ranges from 3 to 15 
months (Mercado-Blanco et al., 2003; López-Escudero et al., 2004, 2007; Cirulli et al., 2008; 
Birem et al., 2009). This evaluation period can last 6-24 months if the resistance assessment 
is conducted with natural soil inoculums (microsclerotia) (López-Escudero and Blanco-López, 
2007; Pérez-Rodríguez et al., 2013). Rapid and efficient inoculation methods are therefore 
needed to effectively differentiate resistant from susceptible genotypes (López-Escudero 
and Mercado-Blanco, 2011). Nevertheless, the experimental conditions used strongly limit 
the number of genotypes assessed per experiment due to the space required.  
Unfortunately, most of the olive cultivars evaluated in these studies were susceptible 
or extremely susceptible to the pathogen. However, cultivars ‘Frantoio’, ‘Empeltre’ and 
‘Changlot Real’ exhibit high levels of resistance. Meanwhile, some of the main cultivars in 
other countries, including ‘Amfissis’, ‘Coratina’, ‘Meski’ or ‘Picual’ are susceptible to the 
disease (López-Escudero et al., 2004; Martos-Moreno et al., 2006; Markakis et al., 2009; 
Bubici and Cirulli, 2012).  
Because of the high susceptibility found to date in most of the tested olive cultivars, 
VWO resistance studies should be extended to the remaining genotypes included in the 
WOGB, 272 of which are Spanish. According to their importance and dissemination, 24 of 
these Spanish cultivars are considered major, because they are grown extensively and are 
dominant in at least one district; 24 more are secondary; 50 are disseminated and 174 are 
local (Rallo, 2005; Barranco, 2010). Disseminated and local cultivars are found as isolated 
trees in some or only one district(s), respectively, and have less economic importance but 
exhibit highly interesting genetic variations.  
In this study we extended the screening of resistance to Verticillium wilt to 28 
secondary, disseminated and local Spanish olive cultivars from the WOGB; some 
modifications to the normal inoculation and incubation methodologies used in previous 
studies (López-Escudero et al., 2004, 2007; Martos-Moreno et al., 2006) were introduced 
and assessed. First, a fluid semisolid mass comprising mycelium, conidia and culture medium 
was used for inoculation. Thereafter, incubation and disease evaluation was conducted in a 
greenhouse with a 24-h photoperiod to save space and time during incubation.  
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2. MATERIALS AND METHODS 
 
2.1. Plant and fungal material  
Own-rooted plants of twenty-eight olive cultivars from the WOGB were used (Table 
1). These plants were propagated from soft-wood cuttings and hardened for 5 months in a 
greenhouse under a natural photoperiod, following the methodology described by Caballero 
and Del Río (2010).  
The plants were inoculated with a highly virulent cotton-defoliating V. dahliae isolate, 
namely V117, from the collection of the Laboratory of Plant Pathology of the Department of 
Agronomy, University of Córdoba (Blanco-López et al., 1989). To prepare the inoculum, the 
pathogen was transferred from potato dextrose agar (PDA) slants, where it had been 
maintained at 4 ºC, to ten PDA plates; the mycelium was spread uniformly over the surface 
of each plate. The plates were incubated for seven days at 24ºC and, during this period, 
isolate V-117 did not produce any microsclerotium. Thereafter, inoculums were obtained by 
mixing mycelium, conidia, culture medium and distilled sterile water (17.5 ml of distilled 
sterile water per plate) using a hand blender and obtaining a semi-solid fluid mass. The final 
concentration of this mass was 5x108 conidia/ml. 
 
2.2. Plant inoculation 
Plant roots were washed with water to remove the growth substrate and the bare 
root system of each plant was immersed for one minute into the inoculum until the roots 
were impregnated well with the semisolid fluid mass. Approximately 30 ml of the semisolid 
mass was needed per plant to completely daub all of the roots. The plants were then 
transplanted individually into sterile plastic pots containing a combination of sterile soil 
comprising sand, lime and peat (1:1:1), and moved to a greenhouse. Non-inoculated control 
plants were subjected to the same process described above, but the fluid mass comprised a 
mixture of distilled sterile water and PDA plates without the pathogen. 
 
2.3. Incubation and experimental design 
The experiment was conducted from February to June 2011 in a 95-m2 greenhouse, 
with minimum and maximum temperatures of 16±5 ºC and 23±5 ºC, respectively. Natural 
light was supplemented with lamps (IP65 and light bulbs HPS 400 W., Secom iluminación 
S.L., Murcia, Spain) to achieve a 24-h photoperiod. Temperature and relative humidity were 
measured using two data loggers: HI140BH (Hanna Instruments, Rhode Island, USA) and 
PCE-HT 71 (PCE Group, Hampshire, United Kingdom). Plants were irrigated using sprinklers 
for 5 minutes each 8-h period, and fertilized every two weeks with Bolikel Fe and the 
complex fertilizer HAKAPHOS green 15.20.15 + 2MgO (BASF, Germany). 
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The plants were arranged on greenhouse benches according to a randomized block 
design with three blocks and three plants of each cultivar per block. ‘Picual’ and ‘Frantoio’ 
were included as reference cultivars. ‘Picual’ is highly susceptible, whereas ‘Frantoio’ is 
moderately resistant to the D pathotype (López-Escudero et al., 2004). 
 
2.4. Disease assessment 
Disease severity was assessed weekly for 18 weeks, starting at 8 weeks after 
inoculation, on a severity scale from 0 to 4 based on the percentage of plant tissue affected 
by chlorosis, leaf and shoot necrosis or defoliation (0 = healthy plant or plant without 
symptoms; 1 = plant affected by 1% to 33%; 2 = plant affected by 34% to 66%; 3 = plant 
affected by 67% to 99%; 4 = dead plant) (López-Escudero et al., 2004). The area under the 
disease progress curve (AUDPCP) was calculated for each cultivar considering its percentage 
with regard to the maximum possible value that could be reached in the 18-week period of 
assessment based on Campbell and Madden (1990):  
 
   1004...22 32  nSSStAUDPCP i  
 
t = days between observations 
Si = final mean severity 
4 = maximum disease rating 
n = number of observations  
 
Additionally, final mean severity (FMS), percentage of dead plants (PDP) and disease 
recovery in inoculated plants (assessed based on plant sprouting throughout the evaluating 
period) were also determined (López-Escudero and Blanco-López, 2005). 
 
2.5. Pathogen isolation 
The pathogen was isolated from plant tissues from a large number of inoculated and 
symptomatic plants to confirm infection. Samples from affected woody tissue or leaf 
petioles were washed in running tap water, the bark was removed and the surface tissue 
was disinfected in 0.5% sodium hypochorite for 1 min. Wood chips were placed on PDA 
plates and incubated at 24ºC in the dark for 6 days. 
 
2.6. Data analysis 
Data were subjected to analysis of variance (ANOVA) for a randomized block design, 
using the Statistix 9.0 program (Analytical Software, Tallahassee, FL, USA). Mean values were 
compared using the Fisher protected LSD at P = 0.05. 
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3. RESULTS 
 
3.1. Disease symptoms 
Verticillium wilt symptoms were not observed in non-inoculated plants, which 
produced new twigs from the 7th-8th week after transplanting. The most severe symptom 
observed was defoliation, which started 9 weeks after inoculation and increased over time. 
Defoliation of green leaves was abrupt from 14 to 18 weeks after inoculation in many plants 
of several cultivars, such as ‘Manzanilla del Centro’ and ‘Negrillo de Iznalloz’ and was slower 
and progressive in other cultivars. Apoplexy caused the death of plants from the 15th to the 
18th week after inoculation and affected whole plants. Disease recovery, as characterized by 
the production of new shoots and leaves after suffering slight disease symptoms was 
observed in ‘Frantoio’, ‘Escarabajillo’, ‘Menya’ and ‘Sevillana de Abla’ (Figure 1A).  
 
3.2. Disease progress and resistance level 
The V. dahliae pathotype caused symptoms in 100% and 33.3% of plants, 
respectively, in the susceptible (‘Picual’) and moderately resistant (‘Frantoio’) reference 
cultivars. These cultivars showed FMS values of 2.7 and 1.0, respectively, and important 
differences in the AUDPCP values were found; AUDPCP was significantly higher in ‘Picual’ 
(42.0%) than in ‘Frantoio’ (9.4%) (Table 1). Symptoms appeared in ‘Picual’ plants 11 weeks 
after inoculation, and symptoms were significantly delayed (21 weeks after inoculation) in 
‘Frantoio’ plants. Thus, at the end of experiment the pathogen had killed 33% of ‘Picual’ 
plants but none in ‘Frantoio’ plants. 
Most evaluated cultivars exhibited susceptible or moderately susceptible reactions to 
the infections caused by V. dahliae. In particular, a group of eight cultivars, such as 
‘Manzanilla de Abla’, ‘Manzanilla del Centro’ or ‘Negrillo de Iznalloz’, which are classified in 
the same group of ‘Picual’, were significantly more susceptible than ‘Frantoio’. Almost all 
plants of these susceptible cultivars exhibited disease symptoms and mean values of 
AUDPCP and FMS higher than 37.1% and 2.5, respectively. Mortality ranged from 37.5 to 
88.9% (Table 1, Figure 1B).  
AUDPCP values of another group of 11 cultivars (from ‘Forastera de Tortosa’ to 
‘Palomillo’ in Table 1) were not significantly different from those exhibited by ‘Picual’ and 
‘Frantoio’. Nevertheless, these values were higher than 20%; in several of these plants, FMS 
was greater than 1.7, and the pathogen killed between 25% and 50% of plants. In this group, 
the disease started slightly later, with a mean value of 9.7 weeks after inoculations.  
  
 Table 1. Final values of assessment phytopathological parameters in inoculated olive cultivars with a Verticillium dahliae defoliating pathotype.  
PLANT  MATERIAL PHYTOPATHOLOGICAL  PARAMETERS 
Cultivars R a Diffusion b AUDPCP c (%) FMS d Incidence (%) PDP e (%) IP f 
‘Perillo de Jaén’  024 L: Jaén 56.8 a 3.7 100.0 88.9   8 
‘Negrillo de Iznalloz’ 411 L: Iznalloz (Granada) 56.3 ab 3.6 87.5 87.5   7 
‘Manzanilla de Abla’ 770 L: Abla (Almería) 55.7 abc 3.8 100.0 88.9   8 
‘Manzanilla del centro’ 499 D: Albacete, Toledo, Ciudad Real 55.7 abc 3.2 100.0 66.7   8 
‘Racimal de Jaén’  034 L: Estación de olivicultura de Jaén 49.1 abcd 2.7 77.8 55.6   8 
‘Bical’  387 S: Cortegana, Cumbres Mayores (Huelva) 42.2 abcde 2.5 87.5 37.5   8 
‘Corralones de Andújar’ 790 L: Andújar (Jaén) 42.1 abcde 2.5 100.0 50.0   9 
‘Picual’ 009 M: Jaén, Córdoba, Granada 42.0 abcdef 2.7 100.0 33.3 11 
‘Manzanillo de Santiesteban Pto’ 791 L: Santiesteban del Puerto (Jaén) 37.1 abcdefg 2.8 87.5 50.0 4 
‘Forastera de Tortosa’ 652 L: Tortosa (Tarragona) 36.4 abcdefgh 2.6 77.8 44.4 11 
‘Zarzariega de Orcera’ 356 L: Orcera (Jaén) 35.2 abcdefgh 2.5 75.0 50.0   8 
‘Pequeña de Casas Ibáñez’ 562 S: Casas Ibáñez (Alicante) 32.8 abcdefgh 1.7 57.1 28.0   8 
‘Picudo de fruto rojo’ 316 L: Montilla (Córdoba) 32.1 bcdefgh 2.9 75.0 25.0 11 
‘Pavo’  272 L: Cazalla de la Sierra (Sevilla) 31.9 cdefgh 2.0 66.7 33.3 16 
‘Gatuno’ 380 D: Hinojosa del Duque (Córdoba), Lora del Río (Sevilla) 30.0 defghi 1.9 55.6 33.3   8 
‘Tempranillo de Calatayud’ 057 L: Estación de Olivicultura de Jaén 28.6 defghi 2.0 55.6 44.4   8 
‘Manzanillera de Huércal Overa’ 757 L: Huércal Overa (Almería) 28.4 defghi 1.5 62.5 25.0 11 
‘Enagua de Arenas’ 586 S: Arenas de San Pedro (Ávila) 26.7 defghij 1.7 88.9 22.2   8 
5
8 
  
 
PLANT  MATERIAL PHYTOPATHOLOGICAL  PARAMETERS 
Cultivars R a Diffusion b AUDPCP c (%) FMS d Incidence (%) PDP e (%) IP f 
‘Manzanilla de Montefrío’ 401 L: Iznalloz y Montefrío (Granada) 22.3 efghij 1.4 55.6 11.1   9 
‘Palomillo’ 369 L: Grazalema (Cádiz) 21.2 efghij 1.1 22.2 22.2   9 
‘Picual de hoja clara’  312 L: Puente Genil (Córdoba) 20.2 efghij 0.7 33.3 0.0   9 
‘Toruno’ 774 L: Colomera (Granada) 19.7 efghij 1.0 33.3 0.0 14 
‘Machorrón’ 448 L: Torrijos (Toledo) 16.7 fghij 0.9 33.3 0.0   8 
‘Patronet’  649 L: Tortosa (Tarragona) 14.6 ghij 1.2 44.4 11.1 17 
‘Torcío de Cabra’  767 L: Cabra (Córdoba) 13.3 ghij 1.0 25.0 12.5 18 
‘Nevadillo de Santiesteban Pto’ 335 L: Santiesteban del Puerto (Jaén) 13.0 ghij 1.3 44.4 22.2 16 
‘Frantoio’ 080 M: Pescia (Pistoia - Italy)   9.4 hij 1.0 33.3 0.0 21 
‘Menya’  669 D: Valls (Tarragona), Villafranca del Penedés (Barcelona)   6.0 ij 1.1 33.3 0.0 21 
‘Escarabajillo’ 779 L: Iznalloz (Granada)   5.8 ij 0.8 22.2 0.0 18 
‘Sevillana de Abla’  768 L: Abla (Almería)   2.4 j 0.3 0.0 0.0 22 
a
Accession number in the World Olive Germplasm Bank. 
b
Cultivar importance (M: Major, S: Secondary, D: Disseminated, L: Local), and location where cultivar is usually grown: District (Province). 
c
AUDPCP: Area under the disease progress curve estimated as the percentage with regard to the maximum potential value. Values in columns followed by the same letters 
are not significantly different at P=0.05 according to Fisher’s protected least significant difference test. 
d
FMS: final mean severity of symptoms 26 weeks after inoculation. 
e
PDP: percentage of dead plants. 
f
IP: Disease incubation period. Weeks from inoculation to the appearance of symptoms in at least 2 replications of any blocks.
5
9 
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Figure 1: Disease progress based on symptom severity of the olive cultivars which showed 
the most resistant reaction (A), and susceptible reaction (B), together with ‘Picual’ and 
‘Frantoio’, after being inoculated with a defoliating isolate of Verticillium dahliae. Symptom 
severity was weekly assessed, based on a 0 to 4 scale according to percentage of plant tissue 
affected by necrosis of leaves and branches, chlorosis, defoliation, and rolling of leaves (0= 
healthy plant or plant with no symptoms; 1 = 1-33%; 2 = 34-66%; 3 = 67-99% and 4 = dead 
plant). 
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The remaining olive cultivars evaluated (9 out of 28) exhibited a moderately 
susceptible reaction, which was close to that exhibited by ‘Frantoio’. Disease onset was 
clearly delayed compared with all of the susceptible cultivars described above. Among these 
9 cultivars, some (such as ‘Picual de Hoja Clara’, ‘Patronet’ or ‘Nevadillo de Santiesteban del 
Puerto’) were slightly more susceptible than ‘Frantoio’. Finally, the cultivars ‘Escarabajillo’, 
‘Menya’ and ‘Sevillana de Abla’ were the most resistant. Symptoms began in these cultivars 
during the 18th week after inoculation. AUDPCP values were very low (from 6.0 to 2.4) and 
no plants died. In the latter genotypes, disease recovery from light and late symptoms was 
apparent from the twenty-third week after inoculation, and similarly to ‘Frantoio’, olive 
plants yielded new shoots and leaves (Table 1, Figure 1A and Figure 1B). 
 
3.3. Pathogen isolation 
Verticillium dahliae was isolated from the affected tissues of the 54% of plants that 
exhibited symptoms. The isolates were prepared from the aerial tissues of 37 symptomatic 
plants and were positive in 20 of the cases. 
 
 
4. DISCUSSION 
This study applied a new screening method for olive cultivars from the WOGB within 
the V. dahliae resistance evaluation program of the University of Córdoba-IFAPA research 
centers. Previous studies using artificial inoculations were carried out in growth chamber 
using a conidial suspension and a 14-h photoperiod (López-Escudero et al., 2004, 2007; 
López-Escudero and Blanco-López, 2005; Martos-Moreno et al., 2006). In this study, two 
variations (inoculum production and greenhouse evaluation after the inoculation) were 
introduced in the methodology that is normally employed for the assessment of olive 
genotype reactions to infections caused by this vascular pathogen. These modifications are 
strongly linked to the influence of the environment on disease onset and progress, and 
therefore, to the reliable assignment of the resistance level of each cultivar during infection.  
Plants were incubated in a greenhouse and subjected to daily and nocturnal 
temperature changes that might affect infection (Wilhelm and Taylor, 1965; Brinkerfoff, 
1973). This influence was ameliorated by conducting the experiment during the most 
favorable period for disease progress (from February to June), thereby avoiding low winter 
or excessively high summer temperatures. In our assay, natural light was supplemented 
using lamps to achieve a 24-h photoperiod that also increased night temperatures slightly. 
Thus, the temperature was 20-24ºC during most of the evaluation period, which is reported 
to be the optimum range for V. dahliae infection and colonization (Soesanto and 
Termorshuizen, 2001; López-Escudero et al., 2004; Xu et al., 2012).  
 In addition, plants were inoculated using a semisolid fluid mass of mycelium that 
impregnated the root system, rather than dipping the roots in a conidial suspension of the 
pathogen. This fact, together with the possible production of microsclerotia in the semisolid 
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inoculum, likely favored the survival of active inoculums in pots during several days; this 
might have caused a higher level of infections on roots in comparison with the single 
inoculation obtained by a conidial suspension. With these two modifications, V. dahliae 
caused consistent infections and produced symptoms in inoculated plants. Positive isolations 
were slightly lower compared with other previous experiments using a conidial suspension 
inside a growth chamber (López-Escudero et al., 2004), where the positive results range 
from 60% to 80%. Nevertheless, in assays carried out first in a growth chamber and later 
inside a greenhouse, the number of positive isolations from plants incubated inside the 
greenhouse was decreased, and it was only possible to prepare isolates from aerial tissues of 
the plants (López-Escudero and Blanco-López, 2005). 
However, Verticillium wilt disease onset was delayed and its development was slower 
under these experimental conditions than when experiments were conducted in growth 
chamber. Thus, in previous works carried out under controlled conditions (López-Escudero 
et al., 2004; Martos-Moreno et al., 2006; Cirulli et al., 2008), the first disease symptoms 
caused by the V. dahliae defoliating pathotype occurred from the 4th week after inoculation, 
and after 12-16 weeks of evaluation all plants were assessed for resistance (López-Escudero 
and Blanco-López, 2005). In the present study, VWO symptoms did not appear until the 9th 
week after inoculation, and the disease developed progressively; thus, it was necessary to 
continue the observations until 26 weeks after inoculation. Indeed, newly symptomatic 
plants were observed during almost the entire assessment period. As discussed above, this 
also may suggest that the inoculum (mycelium, conidia and perhaps microsclerotia) 
remained active on the roots for a long time causing multiple infections. Overall, the results 
showed slightly lower values of AUDPCP and a decrease in the number of dead plants under 
greenhouse conditions than the values obtained in growth chambers for ‘Picual’ and 
‘Frantoio’, which are considered highly susceptible and moderately resistant, respectively 
(López-Escudero et al., 2004, 2007; Martos-Moreno et al., 2006; Bubici and Cirulli, 2012).  
Most of the cultivars evaluated in this study were either susceptible or moderately 
susceptible to infections caused by the pathogen. These susceptible reactions are very usual 
in the olive, particularly with highly virulent isolates (López-Escudero et al., 2004, 2007; 
Cirulli et al., 2008). In other research studies evaluating Verticillium wilt resistance in the 
olive, few evaluated genotypes exhibited a high level of resistance (López-Escudero et al., 
2004, 2007; Martos-Moreno et al., 2006; Colella et al., 2008; Erten and Yildiz, 2011). 
Additionally, recent experiments conducted in the field in soil naturally infested with 
defoliating and non-defoliating isolates of V. dahliae, have confirmed the high susceptibility 
of most of the assessed genotypes (Trapero et al., 2013). 
In our study, the number of resistant cultivars found was also low (3 out of 28, 
excluding ‘Frantoio’, the reference cultivar). These cultivars were ‘Escarabajillo’, ‘Menya’ and 
‘Sevillana de Abla’ and showed a high level of resistance, with disease values even lower 
than ‘Frantoio’. All exhibited recovery from the disease, as observed in previous studies 
(López-Escudero and Blanco-López, 2005). 
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Currently, field experiments are being carried out to confirm the level of resistance of 
the three resistant cultivars mentioned in this study. These genotypes are potential 
candidates for use as genitors in breeding programs for Verticillium wilt resistance, or even 
as cultivars or rootstocks for susceptible cultivars of commercial interest in areas with 
moderate populations of the pathogen.  
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EVALUACIÓN DE RESISTENCIA A Verticillium dahliae DE 
VARIEDADES DEL BANCO DE GERMOPLASMA MUNDIAL DE OLIVO 
DE CÓRDOBA 
 
 
RESUMEN 
El uso de resistencia es la principal medida de lucha contra la verticilosis del olivo en 
una estrategia de control integrado. En este trabajo se ha evaluado la resistencia de 37 
variedades de olivo al aislado defoliante de Verticillium dahliae. La incubación en 
invernadero permitió evaluar un número elevado de genotipos, pero ocasionó un 
desarrollo de síntomas menos severo que cuando la evaluación se realiza en cámara de 
ambiente controlado o en campo sobre suelos infestados. Se han preseleccionado 
varios genotipos de resistencia similar o superior a ‘Frantoio’, como ‘Majhol-1059’, 
‘Lastovka’ o ‘Suca’. La repetición de las inoculaciones en cámara y campo permitirá 
seleccionar los más idóneos. Más de la mitad de las variedades evaluadas mostraron 
susceptibilidad moderada-extrema a las infecciones. 
 
 
García-Ruiz, G.M., Trapero, C., López-Escudero, F.J., 2014. Evaluación de resistencia a 
Verticillium dahliae de variedades del Banco de Germoplasma Mundial de Olivo de 
Córdoba. Phytoma 260, 53-56. 
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1. INTRODUCCION 
 
La verticilosis del olivo (VO), causada por Verticillium dahliae, está considerada 
la enfermedad más devastadora del cultivo del olivo (Olea europaea L.), afectando a 
casi todas las áreas cultivadas. La enfermedad causa una elevada mortalidad, 
particularmente en suelos ocupados por aislados de alta virulencia (defoliantes) 
(López-Escudero y Mercado-Blanco, 2011; Jiménez-Díaz et al., 2012). Para el control de 
la VO es necesaria la aplicación de una estrategia de lucha integrada, usando todas las 
medidas disponibles y, en particular, genotipos resistentes (López-Escudero y 
Mercado-Blanco, 2011). El olivo es una especie cultivada con una gran diversidad 
genética, estimándose la existencia de más de 1.200 variedades (Bartolini et al., 2005). 
Por ello, en los países afectados de la cuenca Mediterránea, numerosos grupos de 
trabajo de instituciones públicas y privadas han emprendido la identificación de 
genotipos resistentes a partir de las variedades cultivadas en sus propios países, o de 
las conservadas en colecciones de germoplasma (Bartolini et al., 2005; Caballero et al., 
2006). Desde 1994, el Grupo AGR-216 del Departamento de Agronomía de la 
Universidad de Córdoba, lleva a cabo un programa de evaluación de la resistencia de 
olivo a la VO de los genotipos del BGMO (Banco de Germoplasma Mundial de Olivo) de 
Córdoba (Proyecto conjunto de la Junta de Andalucía, Universidad de Córdoba y el 
Instituto de Investigación y Formación Agraria y Pesquera de Andalucía). Esta colección 
cuenta actualmente con 500 variedades identificadas procedentes de 24 países, 272 de 
ellas españolas (Belaj, 2014). Hasta el momento se han evaluado más de 120 
variedades de este Banco, nacionales o extranjeras (López-Escudero et al., 2004, 2007; 
Martos-Moreno et al., 2006; Garcia-Ruiz et al., 2014). Las variedades preseleccionadas 
por su resistencia se han incluido como genitores en el Programa de Mejora genética 
de olivo de la Universidad de Córdoba (Rallo et al., 2007; Trapero et al., 2013). En este 
trabajo se aborda la evaluación de la resistencia de una nueva partida de 37 
variedades de olivo del BGMO a V. dahliae en condiciones de invernadero. 
 
 
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Plantas autoenraizadas de 37 variedades de olivo del BGMO (Foto 1, Tabla 1) se 
multiplicaron por estaquillado semileñoso (Foto 2) y se inocularon con el aislado V117 
(defoliante) de V. dahliae mediante la inmersión de su raíz desnuda en una suspensión 
de conidias según López-Escudero et al. (2004) (Foto 3). Las plantas se trasplantaron a 
macetas con sustrato estéril y se incubaron en invernadero con una disposición en 
bloques al azar (Foto 4). Las variedades ‘Picual’ (susceptible) y ‘Frantoio’ (resistente) se 
usaron como controles. 
CAPÍTULO 3 
 
72 
 
Tabla 1. Valores finales de los parámetros fitopatológicos evaluados en las variedades de olivo inoculadas 
con el aislado defoliante de Verticillium dahliae 
VARIEDAD R1 ORIGEN2 IMPORT.3 ABCPEP 4 SMF 5 PPM6 NR7 
‘Blanqueta’ 11 España Principal 62,4+ 3,3 75,0 ES 
‘Bosana’ 1170 Italia Principal 53,2+ 3,3 50,0 ES 
‘Lucques’ 322 Francia Principal 52,0+ 3,1 20,0 ES 
‘Belluti’  689 Turquía Sec/local 50,9+ 3,5 83,3 ES 
‘Picholine’ 70 Francia Principal 50,0+ 2,9 10,0 S 
‘Picual’ 9 España Principal 43,8+ 2,8 33,3 S 
‘Doebli’ 1044 Siria Principal 38,6+ 2,3 37,5 S 
‘Safrawi’ 1116 Siria Sec/local 38,2+ 2,4 37,5 S 
‘Pavo’ 1462 España Sec/local 31,5 2,0 37,5 S 
‘Zard’ 1140 Irán Principal 29,7 2,1 25,0 MS 
‘Zaity’ 1108 Siria Principal 28,4 1,4 25,0 MS 
‘Lechín de Sevilla’ 138 España Principal 28,3 1,6 12,5 MS 
‘Uslu’ 95 Turquía Principal 27,6 1,4 12,5 MS 
‘Sinop’ 685 Turquía Sec/local 27,4 1,4 25,0 MS 
‘Uovo di Piccione’  860 Italia Sec/local 23,7 1,9 37,5 S 
‘Sevillana’  1483 España Sec/local 23,5 1,3 16,7 MS 
‘Cirujal’ 136 España Sec/local 21,5 1,8 28,6 MS 
‘Caninese’ 77 Italia Sec/local 20,2- 1,3 12,5 MS 
‘Gemlik’ 684 Turquía Principal 19,8- 1,1 14,3 MS 
‘Morrut-607’ 607 España --- 19,6- 1,3 25,0 MS 
‘Barnea’ 711 Israel Principal 16,9- 1,0 0,0 R 
‘Selvatico’ 893 Italia Sec/local 16,2- 1,0 0,0 R 
‘Majhol-152’ 152 Siria Sec/local 15,3- 0,7 0,0 R 
‘Majhol-1063’ 1063 Siria Sec/local 13,4- 1,1 0,0 R 
‘PlementaBjelica’ 705 Croacia Sec/local 11,6- 0,8 0,0 R 
‘PicholineMarocaine’ 101 Marruecos Principal 9,6- 0,9 0,0 R 
‘Frantoio’ 80 Italia Principal 9,5- 0,6 0,0 R 
‘Majhol-1059’ 1059 Siria Sec/local 9,3- 0,5 0,0 R 
‘Redondilla de Logroño’ 16 España Sec/local 8,5- 0,7 0,0 R 
‘Olea Ferruginea’ 110 Paquistán --- 8,3- 0,7 0,0 R 
‘Aglandau-170’  170 Francia Principal 7,8- 0,8 0,0 R 
‘Kallmet’ 1151 Albania Sec/local 7,1- 0,4 0,0 R 
‘Manzanilla de San Vicente’ 1134 México Sec/local 6,9- 0,5 0,0 R 
‘Manzanilla de Lorca-1816’ 1816 España Sec/local 6,9- 0,7 0,0 R 
‘Verdial de Badajoz’  759 España Principal 5,0- 0,5 0,0 R 
‘Manzanillo Cordobés de Cabra’ 1818 España Sec/local 4,4- 0,3 0,0 R 
‘Lastovka’ 704 Croacia Principal 3,9- 0,3 0,0 R 
‘Suca’ 996 Chile Sec/local 2,4- 0,2 0,0 R 
‘Chorrou de Castro del Río’ 1170 España Sec/local 1,5- 0,3 0,0 R 
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1
Número de registro en el BGMO; 
2
País de origen de la variedad; 
3
Importancia de la variedad: Principal, Secundaria/local; 
4
ABCPEP. 
Área bajo la curva de progreso de la enfermedad porcentual. Valores seguidos por un signo “+” fueron significativamente mayores 
que el control ‘Frantoio’, y signo “-” significativamente menores que el control ‘Picual’; 
5
SMF. Severidad media final de las 
variedades; 
6
PPM. Porcentaje de plantas muertas por el patógeno; 
7
NR. Nivel de resistencia de la variedad. ES = extremadamente 
susceptible; S = susceptible; MS = moderadamente susceptible; R = resistente.  
 
 
Tabla 2. Categorías de resistencia de genotipos de olivo al aislado 
defoliante de V.  dahliae (Según López-Escudero et al., 2007) 
Nivel Resistencia 1 ABCPEP 2 SMF 3 PPM 4 
R 0 – 30 0,0 – 1,5 0 
MS 31 – 50 1,5 – 2,5 0 – 30 
S 51 – 70 2,5 – 3,0 31 – 50 
ES 71 – 100 3,0 – 4,0 51 – 100 
1
Nivel de resistencia. ES = extremadamente susceptible; S = susceptible; MS = 
moderadamente susceptible; R = resistente; 
2
ABCPEP: Área bajo la curva de 
progreso de la enfermedad porcentual; 
3
SMF: Severidad media final de las 
variedades; 
4
PPM: Porcentaje de plantas muertas por el patógeno. 
 
 
Las plantas se evaluaron semanalmente, mediante una escala de 0 a 4, según el 
porcentaje de tejido vegetal afectado, obteniéndose el Área Bajo la Curva de Progreso 
de la Enfermedad (ABCPEP). Junto a este parámetro, los valores de Severidad Media 
Final (SMF), Porcentaje de Plantas Muertas (PPM), y recuperación de los síntomas se 
usaron para determinar la resistencia de cada genotipo de acuerdo a López-Escudero 
et al. (2007) (Tabla 2). Los datos del ABCPEP se analizaron mediante el análisis de la 
varianza, comparando las medias con el test de la Diferencia Mínima Significativa 
(DMS) protegido de Fisher. 
 
 
 
3. RESULTADOS  
Las plantas testigo no mostraron síntomas y comenzaron a crecer 6 semanas después 
de la inoculación. Los síntomas de la enfermedad fueron clorosis, defoliación (Foto 5), 
decaimiento, abarquillamiento y necrosis de hojas, desecación de brotes y tallos, y 
ausencia o disminución del crecimiento de las plantas respecto a las testigo (Foto 6). 
En ‘Picual’, el patógeno produjo síntomas en el 100% de las plantas, con una 
mortalidad del 33,3%, y valores de SMF de 2,8 y ABCPEP del 43,8%. En ‘Frantoio’, no 
hubo mortalidad y los valores de SMF (0,6) y ABCPEP (9,6%) fueron significativamente 
menores que en ‘Picual’ (Tabla 1). ‘Blanqueta’, ‘Bosana’, ‘Lucques’ y ‘Belluti’ se 
consideraron extremadamente susceptibles, por sus valores de SMF superiores a 3,0, y 
por diferir significativamente de los valores del ABCPEP respecto a ‘Frantoio’. Las 
variedades, ‘Picholine’, ‘Doebli’, ‘Safrawi’ y ‘Pavo’ resultaron susceptibles (PPM medio 
= 30,6%). Un grupo de 11 genotipos fue considerado moderadamente susceptible 
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(media de ABCPEP = 24,6%). Por último, 18 variedades se consideraron resistentes, 
como ‘Majhol-1059’, ‘Lastovka’ o ‘Suca’, con valores del ABCPEP significativamente 
inferiores a los de ‘Picual’ y ninguna planta muerta (Tabla 1). 
 
 
 
4. DISCUSIÓN 
La inoculación mediante inmersión radicular en una suspensión de conidias de V. 
dahliae fue muy eficaz en producir síntomas consistentes. El uso de invernadero 
permitió la evaluación conjunta de un mayor número de cultivares. A pesar de esto, el 
desarrollo de la enfermedad en estas condiciones se retrasó y fue más lento respecto a 
los estudios en cámaras de cultivo, debido probablemente a las fluctuaciones de 
temperatura y luz, como sugiere Garcia-Ruiz et al. (2014). En general, los valores de 
enfermedad finales resultaron algo menores que los normalmente observados en 
cámara de ambiente controlado. Así, en los estudios de López-Escudero et al. (2004) y 
Martos-Moreno et al. (2006), en los que se evaluaron 54 variedades en ocho 
experimentos en cámara de cultivo, los valores medios en las variedades control 
fueron superiores, con ABCPEP, SMF y PPM de 65,6%, 3,9 y 95,1% para ‘Picual’ y 
23,8%, 1,0 y 6,2% para ‘Frantoio’, respectivamente. Sin embargo, los valores de estos 
parámetros en este trabajo han sido claramente inferiores y muy similares a los 
obtenidos en invernadero por García-Ruiz et al. (2014), con valores de 42,0%, 2,7 y 
33,3% para ‘Picual’ y 9,4%, 1,0 y 0,0% para ‘Frantoio’. Esto ha ocasionado la 
preselección de numerosos genotipos con parámetros fitopatológicos similares o 
inferiores a los de ‘Frantoio’, como es el caso de las variedades principales ‘Verdial de 
Badajoz’, ‘Aglandau-170’ o ‘Lastovka’, o las secundarias o locales como ‘Suca’ o 
‘Kallmet’. Para confirmar su nivel de resistencia, estas variedades deben ser sometidas 
a condiciones de inoculación en las que el ambiente sea más favorable para las 
infecciones (cámara de cultivo) y/o que estén expuestas al patógeno en campo sobre 
suelos naturalmente infestados durante un periodo más prolongado. El nivel de 
resistencia de algunas de las variedades de las que se conocía información previa 
coincide con la asignada en este trabajo, como en el caso de la variedad ‘Gemlik’ 
(moderadamente susceptible). Asimismo, este trabajo confirma que el olivo es un 
huésped de susceptibilidad elevada a V. dahliae en el que las infecciones pueden 
provocar una importante mortalidad. Finalmente, consideramos necesario la 
continuación del programa de evaluación del resto de variedades conservadas en el 
BGMO, lo que permitirá identificar nuevas fuentes genéticas de resistencia. 
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Foto 1. Banco de Germoplasma Mundial de Olivo de Córdoba 
 
 
Foto 2. Propagación de variedades del BGMO 
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Foto 3. Inoculación de variedades de olivo por inmersión radicular en una suspensión 
de conidias de Verticillium dahliae 
 
Foto 4. Disposición de bloques de plantas inoculadas en el invernadero 
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Foto 5. Progreso de síntomas de defoliación en plantas inoculadas: planta sana 
(derecha)- defoliación completa (izquierda) 
 
Foto 6. Síntomas de la enfermedad: detención del crecimiento en planta afectada 
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SHORTENING THE PERIOD FOR ASSESSING THE RESISTANCE OF OLIVE 
TO VERTICILLIUM WILT USING CONTINUOUS LIGHTING 
 
 
ABSTRACT  
The use of continuous and natural lighting was studied to assess the resistance of 
twelve olive cultivars to the defoliating pathotype of Verticillium dahliae. The plants 
were inoculated by dipping their bare root system in a conidial suspension. ‘Frantoio’ 
was used as moderately resistant control cultivar. Several evaluated cultivars were 
susceptible to the defoliating pathotype of Verticillium dahliae. However, six of these 
cultivars were moderately resistant. In most of the evaluated cultivars, continuous 
lighting allowed for the identification of resistant genotypes during a period that was 
three weeks shorter than that which is normally required in these assessments. This 
reduction was even greater for the resistant cultivars. The use of continuous lighting 
could thus be an important tool for use in olive breeding programs, where it is 
necessary to evaluate many genotypes in short durations and, therefore, to optimize 
time, space and labor. 
 
Keywords: defoliating pathotype, photoperiod, olive breeding program, root-dip 
inoculation, Verticillium dahliae. 
 
 
García-Ruiz, G.M., Trapero C., López-Escudero, F.J., 2014. Shortening the period for 
assessing the resistance of olive to Verticillium wilt using continuous lighting. 
Hortscience 49(9), 1171–1175. 
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1. INTRODUCTION 
 
Andalucía is the main producing region of olive oil (Olea europaea L.) and table 
olives in Spain—the worldwide leading producer country (Barranco et al., 2010; IOC, 
2013). Thus, any factor that affects olive tree production has a significant effect on the 
economy of the country. Verticillium Wilt of Olive (VWO), caused by Verticillium 
dahliae Kleb., is currently the most destructive and threatening disease of olive in the 
Mediterranean region (Hiemstra and Harris, 1998; Bubici and Cirulli, 2011; López-
Escudero and Mercado-Blanco, 2011; Tsror, 2011). This disease is the major problem in 
soils that are infested with highly virulent defoliating isolates of the pathogen, which 
kills a substantial number of trees annually (López-Escudero and Mercado-Blanco, 
2011). The extension of VWO has been associated with the establishment of new olive 
orchards in infested soils, the use of infected plant material, and the spread of highly 
virulent isolates (defoliating pathotype). Additionally, a number of effective means of 
dispersal have efficiently contributed to a wide disease distribution (López-Escudero 
and Mercado-Blanco, 2011; Trapero et al., 2011; García-Cabello et al., 2012). 
Therefore, the use of a combination of all of the available measures and strategies has 
been reiteratively encouraged to control VWO (Tjamos, 1993; López-Escudero and 
Mercado-Blanco, 2011), being the use of resistant cultivars the most effective method 
(Hiemstra and Harris, 1998; López-Escudero and Mercado-Blanco, 2011; Tsror, 2011; 
Mercado-Blanco and López-Escudero, 2012). 
In recent decades, most of the olive tree-producing countries have developed 
research lines related to the search for resistance to VWO (López-Escudero and 
Mercado-Blanco, 2011; Mercado-Blanco and López-Escudero, 2012). Specifically in 
Spain, significant efforts have been focused on the assessment of olive resistance to 
VWO. These works have been performed by the Department of Agronomy of Córdoba 
University together with the Group of Olive Germplasm of the IFAPA ‘Alameda del 
Obispo’ (Córdoba, Spain). These studies have evaluated the resistance of cultivars in 
the World Olive Germplasm Bank (WOGB) of the IFAPA (Caballero et al., 2006). Most 
of the evaluated cultivars, including the main Spanish olive cultivars, exhibit high levels 
of susceptibility to infection (López-Escudero et al., 2004, 2007; Martos-Moreno et al., 
2006; Garcia-Ruiz et al., 2014). However, the cultivars ‘Frantoio’ from Italy and 
‘Empeltre’ and ‘Changlot Real’ from Spain became highly resistant after artificial and 
natural infections (López-Escudero and Mercado-Blanco, 2011; Trapero et al., 2013b). 
Moreover, the interest in this topic has also been reflected in many studies that were 
conducted in the center and eastern Mediterranean Basin countries beginning in the 
1970’s (Cirulli and Montemurro, 1976; Tjamos et al., 1985; Paplomatas and Elena, 
2001). Similarly, some countries of the eastern Mediterranean have begun evaluating 
the resistance of their own olive cultivars to V. dahliae (Al-Ahmad and Mosli, 1993; 
Levin et al., 2003; Sesli et al., 2010; Erten and Yildiz, 2011).  
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In previous studies, the resistance of olive genotypes to this disease has usually 
been assessed in growth chambers. However, such environmental conditions permit 
the evaluation of only a small number of olive cultivars in each assay (López-Escudero 
et al., 2004, 2007; Martos-Moreno et al., 2006) due to the required time and space 
(Trapero et al., 2013a). Nevertheless, previous studies have demonstrated that the use 
of greenhouses in our location (southern Spain) permits the assessment of a higher 
number of cultivars and could provide an alternative method to the use of growth 
chambers (Garcia-Ruiz et al., 2014). 
The use of different lighting ranges and their influence on the plant growth 
have been evaluated in several studies of normally herbaceous species (Pegg and 
Brady, 2002). Moreover, day length significantly affects disease development in 
Verticillium wilts and plant resistance, reflected mainly in the levels of mycelial 
colonization, although some reported results are contradictory (Pegg and Brady, 2002). 
Therefore, in potato (Solanum tuberosum), a short-day photoperiod under field 
conditions is necessary for tuber formation and increases the disease level (Busch and 
Edgington, 1967; Tsror et al., 1990). Additionally, Pegg and Jonglaekha (1981) 
demonstrated that Chrysanthemum (Chrysanthemum sp.) plants that were infected 
with V. dahliae and grown under long-day conditions showed only slight wilt 
symptoms, whereas a greater mycelial growth and a more extensive stem colonization 
occurred when the plants were grown under reduced light conditions. In contrast, 
Sackston and Sheppard (1973) reported that sunflower (Helianthus annuus L.) plants 
developed more severe symptoms of Verticillium wilt when grown under long-day 
than under short-day conditions.  
Temperature also significantly influences the mycelial growth of the pathogen 
and plant colonization. V. dahliae has an optimal growth range of 22–27°C (Pegg and 
Brady, 2002), and some growth can occur even at 33°C, but no microsclerotia were 
found at temperatures greater than 30°C (Devaux and Sackston, 1966). In cotton 
(Gossypium sp.), the expression of resistance to a given strain of V. dahliae can vary 
with the temperature (Barrow, 1970; Bell and Presley, 1969; Xu et al., 2012), which 
could mask the final recorded disease severity (Garber and Presley, 1971). In tomato 
(Solanum lycopersicum L.), high temperatures and short–day conditions encourage the 
development of Verticillium wilts in susceptible, tolerant and resistant cultivars (Jones 
et al., 1978).  
In olive tree, few studies investigated the olive-Verticillium-temperature 
interaction. Indeed, experiments to determine the influence of global climate change 
on V. dahliae pathotypes and the development of the disease in olive plants exposed 
that, under the current CO2 concentration, optimal Verticillium wilt development 
occurred from 20-24°C and was more rapid and severe under the most favorable 
extremely susceptible cultivar–D pathotype combination (Lucena et al., 2013). The aim 
of this research work was to assess the influence of continuous and natural lighting on 
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VWO onset and development when assessing the resistance of olive cultivars to the 
defoliating pathotype of Verticillium dahliae under greenhouse conditions.  
 
 
 
2. MATERIALS AND METHODS 
 
2.1. Plant material and inoculation method 
The own-rooted plants of twelve olive cultivars from the WOGB were used. 
These plants were propagated from soft-wood cuttings and were hardened for 5 
months in a greenhouse under a natural lighting, following the methodology of 
Caballero and Del Río (2010) (Table 1).  
The plants were inoculated with a highly virulent cotton-defoliating V. dahliae 
isolate, V117 (Blanco-López et al., 1989), following the technique of López-Escudero et 
al. (2004). Eight plants per cultivar were transplanted into pots of sterile black plastic 
that contained a combination of sterile soil with sand, lime and peat (1:1:1) and were 
placed on greenhouse benches. The cultivar ‘Frantoio’, which is resistant to V. dahliae 
infection (López-Escudero et al., 2004), was used as the reference cultivar (resistant 
control).  
 
2.2. Lighting conditions 
The experiment was conducted in two greenhouses under different 
environmental conditions following a factorial randomized block design. Half of the 
blocks were located in a greenhouse with continuous lighting (CL). Inside this 
greenhouse, natural light was supplemented with lamps (IP65, 400 WHPS light bulbs, 
Secom Iluminación S.L., Murcia, Spain). The other half of the blocks were placed in 
another greenhouse under natural lighting (NL) conditions, which ranged between 12 
to 14.8 h of natural light throughout the experiment. The temperature and relative 
humidity were measured in both of the greenhouses by measurement probes that 
were connected to the software Synopta 2.7.5.1 (HortiMaX B.V., Pijnacker, The 
Netherlands).  
 
2.3. Disease assessment.  
The disease severity was assessed for 17 weeks, beginning 6 weeks after 
inoculation. The disease symptoms were evaluated on a scale from 0 (healthy plant or 
plant without symptoms) to 4 (dead plant) based on the percentage of plant tissue 
that was affected by chlorosis, leaf and shoot necrosis or defoliation. The area under 
the disease progress curve (AUDPCP) was estimated considering its percentage with 
regard to the maximum possible value that could be reached in period of assessment 
according to the formula of Campbell and Madden (1990):  
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   1004...22 32  nSSStAUDPCP i  
 
t = interval in days between observations; 
Si = final mean severity; 
4 = maximum disease rating;  
n = number of observations from the first reading of the symptoms. 
 
The AUDPCP was the main parameter that was used to assess the level of 
resistance. The final mean severity (FMS), percentage of dead plants (PDP) and disease 
recovery in the inoculated plants were also considered (López-Escudero and Blanco-
López, 2005). These values were compared to those of the resistant control ‘Frantoio’. 
To classify the cultivars, the resistance to Verticillium wilt was categorized considering 
the AUDPCP, FMS and PDP values according to López-Escudero et al. (2004, 2007). The 
cultivars were, therefore, classified into five resistance categories: highly resistant (HR) 
= AUDPCP from 0-10%, FMS lower than 1.5 and no dead plants; resistant (R) = AUDPCP 
from 11% to 30%, FMS lower than 1.5 and no dead plants; moderately susceptible 
(MS) = AUDPCP from 31-50%, FMS from 1.5-2.5 and PDP as high as 30%; susceptible (S) 
= AUDPCP from 51-70%, FMS greater than 2.5 and PDP from 30-50%; and extremely 
susceptible (E) = AUDPCP from 71-100%, FMS and PDP greater than 3.0 and 50%, 
respectively.  
To evaluate the influence of lighting during the incubation period (IP) on 
disease progress, the accumulated hours between 20º and 25ºC (the optimum 
temperature for the disease development varies between this range according to 
Soesanto and Termoshuizen, 2001; López-Escudero et al., 2004; and Xu et al., 2012); 
and the number of accumulated light hours were measured. 
The data were subjected to an analysis of variance (ANOVA) and analyzed by a 
factorial design using the Statistix 9.0 program (Analytical Software, Tallahassee, FL, 
USA). The mean values were compared using Fisher’s protected LSD test at P = 0.05. 
 
 
 
  
 
Table 1. Final values of the phytopathological parameters that were used to assess the olive cultivars that were inoculated with a 
Verticillium dahliae defoliating pathotypez. 
CULTIVARy 
AUDPCP (%) FMS IP 
RESISTANCEw 
CLx NL MEAN CL NL MEAN CL NL MEAN 
‘Rowghani’ (IRN; 1139) 65.3 65.8 65.6 a 4.0 3.8 3.9 a   7.5   6.0   6.8 a ES 
‘Sorani-787’ (SYR; 787) 59.2 61.8 60.5 a 3.9 4.0 4.0 a   9.0 10.0   9.5 abc ES 
‘Toffahi’ (EGY; 721) 49.1 59.6 54.3 a 3.5 3.6 3.6 a   7.8   6.8   7.3 ab ES 
‘Oblica’ (HRV; 706) 38.4 19.5 29.0 b 3.0 2.1 2.6 b 10.5 10.8 10.5 bc S 
‘Manzanilla de Lorca-808’ (ESP; 808) 34.9   9.2 20.2 bc 2.0 0.9 1.4 c   9.0 14.5 12.1 c MS 
‘Klon-14-1081’  (ALB; 1081) 22.6   8.7 15.7 bc 1.3 0.7 1.0 cd 10.5 12.5 11.5 c MS 
‘Wardan’ (EGY; 725) 19.7   9.2 14.5 bc 1.3 0.4 0.9 cd 10.8 12.5 11.6 c R 
‘Manzanilla de Lorca-809’ (ESP; 809) 17.5   6.0 12.6 c 1.0 0.7 0.9 cd   9.5 14.3 11.6 c R 
‘Nasuhi’ (ISR; 857) 16.6   7.9 12.2 c 1.2 0.8 1.0 cd   9.8 14.0 11.9 c R 
‘Kokerrmadh Berati’ (ALB; 1080) 13.8   9.8 11.8 c 1.1 1.1 1.1 cd 12.0 13.3 12.6 c R 
‘Frantoio’ (ITA; 80) 13.0   6.0   9.5 c 0.9 0.3 0.6 d 12.0 14.3 13.2 c R 
‘Marsaline’ (TUN; 535) 13.6   2.2   7.9 c 0.6 0.4 0.5 cd 11.0 16.0 13.5 c R 
‘Razzola’ (ITA; 177) 15.8   1.0   7.3 c 1.2 0.2 0.6 cd    9.3 16.5 13.4 c R 
MEAN 30.4 a 21.9 b  2.0 a 1.6 b  9.8 a 12.2 b   
z
AUDPCP: Area under the disease progress curve with reference to the maximum value that was potentially reached during the assessment period. 
FMS: Final mean severity of the symptoms 17 weeks after inoculation. 
IP: Disease incubation period. This value is the number of weeks after the inoculation in which each individual plant showed the first symptoms. The displayed 
value is the mean for each cultivar and lighting condition. 
The values in the columns and the last line followed by the same letters are not significantly different at P=0.05 according to Fisher’s protected least significant 
difference test. 
y
Name of the cultivar (country; accession number in the World Olive Germplasm Bank) 
x
Continuous lighting conditions (CL); Natural lighting conditions (NL). 
w
Resistance level according to López-Escudero et al. (2007). 
8
9 
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Table 2. Environmental and phytopathological parameters that were used to evaluate the 
influence of lighting according to the resistance level.z 
RESISTANCE 
LEVELy 
LIGHTINGx 
IPw 
(weeks) 
ACCUMULATED 
LIGHT HOURSv 
HOURS 
(20º-25ºC)u 
AUDPCPt 
(%) 
FMSs 
ES Continuous   8.1 cd  1382.0 bc 715.9 b 57.9 a 3.8 a 
ES Natural   7.6 d  708.5 d 490.0 c 62.4 a 3.8 a 
S-MS Continuous 10.1 bc  1719.3 ab   917.3 ab 31.7 b 2.1 b 
S-MS Natural 12.6 a 1214.9 c   796.9 ab   12.5 cd 1.2 c 
R Continuous 10.6 b 1802.0 a 966.3 a 16.0 c 1.1 c 
R Natural 14.3 a  1389.8 bc 916.5 a   6.3 d 0.6 d 
z
The parameters ‘accumulated light hours’, ‘hours (20º-25ºC)’, AUDPCP and FMS are the mean values that were 
obtained for each resistance level and lighting condition. The values of ‘accumulated light hours’ and ‘hours 
(20º-25ºC)’ were calculated with respect to the incubation period (IP) of each individual plant (Table 1). The 
values in the columns followed by the same letters are not significantly different at P=0.05 according to 
Fisher’s protected least significant difference test. 
y
Resistance level from Table 1. The cultivars were grouped according their resistance level: Extremely 
Susceptible (ES), Susceptible (S), Moderately Susceptible (MS) and Resistant (R). 
x
Lighting that was used in each greenhouse.  
w
IP: Disease incubation period. These values are the mean values of weeks after inoculations for each group of 
resistance level and were calculated using the IP data of each plant. 
v
Number of accumulated light hours under each condition. 
u
Number of accumulated hours between 20º and 25ºC. 
tAUDPCP: Area under the disease progress curve with reference to the maximum value that was potentially 
reached during the assessment period for each group of resistance level. 
s
FMS: Final mean severity of symptoms 17 weeks after inoculation for each group of resistance level. 
 
 
3. RESULTS 
 
3.1. Symptoms, disease progress and analysis of resistance 
Verticillium wilt symptoms were not observed in the non-inoculated plants, 
which grew normally, producing new twigs from the 7th week after transplanting.  
The most severe observed symptom was the defoliation of green leaves, which 
developed intensive and abruptly in most of plants of the cultivars ‘Rowghani’, ‘Sorani-
787’ and ‘Toffahi’, leading to plant death. However, in many other cultivars, the 
defoliation of green leaves was progressive and occurred partially in some shoots. 
Apoplexy affected the entire plant in several extremely susceptible cultivars, such as 
'Toffahi', and caused the progressive death of these plants. Chlorosis was frequently 
observed and, in resistant cultivars, such as ‘Marsaline’ or ‘Razzola’, was only slight and 
temporary. The disease recovery, which is characterized by the production of new 
shoots and leaves after suffering slight disease symptoms, was observed in some 
cultivars, such as ‘Frantoio’, ‘Marsaline’ and ‘Razzola’ (Table 1). 
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‘Frantoio’, the resistant control, exhibited under CL conditions AUDPCP and 
FMS values of 13.0% and 0.9, respectively, and no plant death (Table 1). Analyzing the 
phytopathological values and comparing them to the references (López-Escudero et 
al., 2007) under CL conditions, the cultivars ‘Rowghani’, ‘Sorani-787’ and ‘Toffahi’ were 
extremely susceptible and significantly different from the cultivar ‘Frantoio’, exhibiting 
AUDPCP, FMS and PDP values greater than 49.1%, 3.5 and 75%, respectively (Table 1). 
The susceptible cultivar ‘Oblica’ exhibited an AUDPCP value of 38.4% (Table 1). The 
other group of two cultivars, ‘Manzanilla de Lorca-808’ and ‘Klon-14-1081’, were 
considered moderately susceptible, with AUDPCP and FMS mean values of 28.8% and 
1.7, respectively (Table 1). Finally, six cultivars (‘Wardan’, ‘Manzanilla de Lorca-809’, 
‘Nasuhi’, ‘Kokerrmadh Berati’, ‘Razzola’ and ‘Marsaline’) were resistant, with no plant 
death and AUDPCP values lower than 20%. The phytopathological values of these 
resistant cultivars did not differ statistically from the values of cultivar ‘Frantoio’ (Table 
1). 
 
3.2. Differences between the lighting conditions 
The comparison between the two lighting conditions for the AUDPCP, FMS and 
IP parameters showed significant differences (Table 2). These differences did not 
depend on the cultivar, as the lighting conditions–cultivar interaction was not 
significant for AUDPCP (P = 0.609), FMS (P = 0.236) or IP (P = 0.874). The disease onset 
occurred almost three weeks earlier under CL conditions than under NL conditions 
(Table 1, Table 2). When the cultivars were analyzed in groups according to the 
calculated susceptibility level, there were significant differences in the 
phytopathological parameters between the lightning conditions in resistant, 
moderately susceptible or susceptible cultivars, with plants showing a higher 
susceptibility level under CL conditions. In contrast, no differences were found in the 
extremely susceptible cultivars (Table 2).  
The cultivars showed significant differences for the accumulated hours 
between 20ºC and 25ºC until disease onset, while there were no significant differences 
between the lighting conditions for the same parameter. Thus, most of the cultivar 
groups (susceptible, moderately susceptible and resistant) did not have differences 
between the conditions, with the number of accumulated hours being similar (Table 
2), although this fact did not apply to the group of extremely susceptible cultivars, 
which showed significant differences between the CL and NL conditions (Table 2). This 
temperature range (20-25ºC) was reached from May inside the greenhouse with NL, 
with the cultivars exhibiting a slight delay in disease onset with respect to the CL 
environment (Figure 1, Table 2). 
The analysis of the parameter ‘accumulated light hours’ revealed significant 
differences between the lighting conditions for each resistance group, although more 
light hours were required under CL environment than under the NL environment for 
the development of the first disease symptoms (Table 2).  
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Figure 1. Disease progress based on the symptom severity of olive cultivars after inoculation 
with a defoliating isolate of Verticillium dahliae under both the conditions of greenhouse 
with continuous lighting (A) and greenhouse with natural lighting (B). The cultivars were 
grouped by their resistance level (Table 1). The symptom severity was assessed weekly based 
on a 0 to 4 scale according to percentage of plant tissue that was affected by necrosis of the 
leaves and branches, chlorosis, and defoliation and rolling of leaves (0= healthy plant or plant 
with no symptoms; 1 = 1-33%; 2 = 34-66%; 3 = 67-99% and 4 = dead plant).  
 
 
A 
B 
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4. DISCUSSION 
 
Growth chamber conditions are more effective at producing rapid disease 
development and greater disease severity values than are greenhouse conditions 
(Trapero et al., 2013a; Garcia-Ruiz et al., 2014). However, a lower number of cultivars 
can be assessed in a growth chamber than in a greenhouse due to limited available 
space in the former (Trapero et al., 2013a). This experiment was performed in two 
greenhouses during a favorable period for disease progress under our conditions (from 
March to July) using lamps in one of the greenhouses to achieve continuous lighting 
and slightly increasing the night temperatures. Thus, throughout most of the 
evaluation period in the greenhouse under CL conditions, the temperature was 20-
25ºC, which is the optimum range for V. dahliae infection and colonization (Soesanto 
and Termorshuizen, 2001; López-Escudero et al., 2004; Xu et al., 2012), with the most 
favorable temperature being 23.4ºC (Varo et al., 2013). Inside the greenhouse under 
NL conditions, the plants were specifically subjected to daily and night temperature 
changes that might affect infection, as revealed by the calculated accumulated hours 
between 20-25ºC (Garber and Presley, 1971; Wilhelm and Taylor, 1965; Brinkerfoff, 
1973).  
Many of the olive cultivars that were evaluated in this study were extremely 
susceptible, susceptible or moderately susceptible, demonstrating the high 
susceptibility of olive cultivars to the defoliating pathotype of Verticillium dahliae 
(López-Escudero and Mercado-Blanco, 2011; Mercado-Blanco and López-Escudero, 
2012; Garcia-Ruiz et al., 2014). Nevertheless, the six genotypes ‘Wardan’, ‘Manzanilla 
de Lorca-809’, ‘Nasuhi’, ‘Kokerrmadh Berati’, ‘Marsaline’ and ‘Razzola’ were 
considered to be resistant to this disease, representing a high percentage (6 out of the 
12 evaluated cultivars) compared to the findings of previous studies under growth 
chamber conditions and using a conidial suspension (López-Escudero et al., 2004, 
2007; Martos-Moreno et al., 2006), in which this percentage was less than the 6% of 
the total number of evaluated genotypes. This disagreement could be due to the range 
of temperatures inside the greenhouses during the final assessment weeks, which 
likely influenced the colonization and final disease severity of the olive cultivars. This 
disease reduction caused by high temperatures has also been reported for cotton 
cultivars (Bell and Presley, 1969; Barrow, 1970; Garber and Presley, 1971; Pegg and 
Brady, 2002). 
The number of accumulated hours between 20º and 25ºC did not show 
significant differences in most of the cultivars (susceptible, moderately susceptible and 
resistant) when comparing both of the environments, indicating that each plant of a 
fixed cultivar would need to accumulate the same number of hours at that 
temperature range until disease onset. Subsequently, this optimal temperature range 
could stimulate the development and colonization of olive cultivars by V. dahliae.  
CAPÍTULO 4 
 
94 
 
The environmental parameter ‘accumulated light hours’ seems not to have a 
clear influence on pathogen growth by itself in the case of olive tree, although the 
lighting–temperature interaction could have a slight influence on disease 
development, as in tomato, in which high temperatures and short-day conditions 
stimulate pathogen colonization (Jones et al., 1978).  
Therefore, the use of CL inside greenhouses could improve the onset and 
development of Verticillium wilt disease, with an advantage of almost three weeks at 
the first evidence of symptoms in cultivars with certain level of susceptibility and more 
than four weeks in the case of resistant cultivars. This delay in the first symptoms 
could be due to environmental conditions in a greenhouse under NL conditions, which 
had a lower mean temperature and fewer hours in the optimal temperature range 
than in a greenhouse under CL conditions. However, in both of these environments, 
the disease onset occurred at nearly the same time in the extremely susceptible 
cultivars, which showed similar values of FMS and AUDPCP. Thus, the lighting and 
temperature conditions may not influence the reaction of highly susceptible olive 
genotypes when the plants are inoculated with V. dahliae, as these plants exhibited 
symptoms from the 7th week after inoculation independently of the environmental 
conditions.  
Finally, this study reports the first evidence of the resistance to VWO of six 
newly studied olive cultivars. Two of these cultivars, ‘Kokerrmadh Berati’ and ‘Razzola’, 
have been recently reported as synonyms of the cultivar ‘Frantoio’, after being 
molecularly and morphologically characterized (Trujillo et al., 2013). While these 
findings narrow the availability of resistant germplasm, they also emphasize the 
reliability of the inoculation method. These resistant cultivars should be tested under 
field conditions to confirm their resistance level with the goal of including these 
cultivars in breeding programs as new disease-resistant cultivars or rootstocks. 
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SCREENING OF THE RESISTANCE OF LOCAL SPANISH OLIVE VARIETIES TO 
VERTICILLIUM WILT OF OLIVE 
 
ABSTRACT 
The resistance of 42 Spanish olive varieties to Verticillium dahliae was assessed in two 
experiments carried out in two consecutive years and conducted under greenhouse 
conditions. In both experiments, five-month-old plants were inoculated by impregnating the 
bare root system with a semisolid fluid mass of a mixture of culture medium and the conidia 
and mycelium of the fungus. ‘Frantoio’ and ‘Picual’ were used as resistant and susceptible 
reference varieties, respectively. All varieties were evaluated on the basis of final values of 
the area under the disease progress curve, mean severity of symptoms and plant death rate. 
Most of the assessed varieties exhibited a susceptible reaction. Nevertheless, eight 
genotypes (‘Cornezuelo de Jaén’, ‘Verdial de Badajoz’, ‘Jaropo’, ‘Negrillo de Estepa’, 
‘Jabaluna’, ‘Ocal de Alburquerque’, ‘Asnal’ and ‘Racimal’) showed a resistant reaction. These 
preselected varieties should be tested in new experimental works to assign each to a final 
resistance category. 
 
Keywords: Olea europaea, olive cultivar, defoliant pathotype, Verticillium dahliae, root-dip 
inoculation 
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1. INTRODUCTION 
Spain is the world’s largest producer of olive oil and table olives, at 44% of total world 
production, with a cultivated area close to 2.5 million ha (Barranco et al., 2010). Verticillium 
wilt of olive (VWO), caused by the soil-borne fungus Verticillium dahliae Kleb., is currently 
the most threatening disease of this commodity in Spain. Indeed, in major areas of 
production, such as Guadalquivir Valley in Andalucía, the pathogen regularly causes the 
death of many infected trees (López-Escudero and Mercado-Blanco, 2011; Jiménez-Díaz et 
al., 2012; Trapero et al., 2013b). Recent studies conducted in the three main producer 
provinces within this valley have revealed a mean disease incidence of 20% from extensive 
surveys that comprised 90 affected olive orchards (López-Escudero et al., 2010).  
In a necessary control strategy for ameliorating disease losses in high-risk areas, the 
use of resistant varieties has arisen as one of the most effective means of control, being the 
main tool at the time of planting (López-Escudero and Mercado-Blanco, 2011; Trapero et al., 
2013b). Thus, the use of resistant or tolerant varieties is likely the most economically 
effective and environmentally friendly control measure to be implemented. The 
development of new VWO-resistant genotypes is currently a major objective for olive 
breeding programs (Rallo et al., 2007; Trapero et al., 2014). The ongoing program of 
evaluation for the resistance of olive genotypes to VWO, established in 1994 in the 
Department of Agronomy, University of Córdoba, has focused on finding resistance in the 
Spanish and foreign olive varieties of agricultural and commercial interest preserved in the 
World Olive Germplasm Bank of Córdoba (WOGB) (Caballero et al., 2006). It is a joint project 
between the Government of Andalucía, the University of Córdoba, and the Center for 
Research, Training and Food of Andalucía (IFAPA). This worldwide collection of varieties of 
olive trees was established in 1970 in Córdoba (southern Spain) and is very important both 
because of the number (more than 300 varieties) (Caballero et al., 2006; Trujillo et al., 2013) 
and the variability of the origin and characteristics of plants. More than 200 of them are 
originally cultivated in Spain. 
In this program, early works found high resistance levels in ‘Frantoio’, ‘Changlot Real’ 
and ‘Empeltre’ (López-Escudero et al., 2004, 2007; Martos-Moreno et al., 2006). 
Nevertheless, these works also revealed that olive tree varieties were usually very 
susceptible to infection by the pathogen, irrespective of the artificial inoculation method 
used (root-dipping using mycelium and/or conidial suspensions, or stem injection). Indeed, 
although more resistant varieties have been preliminarily identified in later works and their 
reaction should be confirmed in new artificial inoculations and at field trials (Birem, 2010; 
Abo Shkeers, 2010; García-Ruiz et al., 2014a,b), the general susceptibility of olives has been 
corroborated. Nearly 140 varieties from the WOGB have been evaluated up to now; 
however, an important number of accessions still remains to be evaluated, particularly many 
of the Spanish ones. In fact, 272 olive varieties have been described in Spain, which have 
been classified in four categories according to their importance or dissemination. Twenty-
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four of them are major varieties, which are extensively grown and are dominant in at least 
one district. Another 24 are secondary varieties, not dominant in any district but are the 
basis of regular plantings. Finally, another 50 disseminated and 174 local varieties are found 
as isolated trees in some or only one district, respectively (Barranco, 2010). Local varieties 
are those confined to local geographical areas of diffusion, traditionally selected by local 
farmers due to their adaptation to local environmental conditions. Because of their diffusion 
and the limited exchange of olive genetic pools across the Western Mediterranean basin 
(Besnard et al., 2001, 2013), they are likely to be the product of local selection processes, 
and therefore, this genetic variability could be very important for identifying resistance 
sources against the pathogen (Rallo, 2005).  
The aim of this research work was to evaluate resistance to the infections of V. 
dahliae by a wide group of Spanish varieties, by root-dipping artificial inoculations and using 
a greenhouse for disease incubation.  
 
 
2. MATERIALS AND METHODS 
 
2.1. Plant and fungal material  
Own-rooted plants of 42 olive varieties from the WOGB were used (Tables 1 and 2). 
These plants were propagated from soft-wood cuttings and hardened for 5 months in a 
greenhouse, following the methodology described by Caballero and Del Río (2010). Two 
experiments were conducted in 2012 (Experiment I) and 2013 (Experiment II), in which 27 
and 16 Spanish local olive varieties were evaluated, respectively (Tables 1 and 2).  
The plants were inoculated with a highly virulent cotton-defoliating Verticillium 
dahliae isolate, namely V117, from the collection of the Laboratory of Plant Pathology of the 
Department of Agronomy, University of Córdoba (Blanco-López et al., 1989). The inoculum, a 
semisolid fluid mass of culture medium, mycelium and conidia, in which a concentration of 
5x108 conidia/mL was calculated, was prepared by baiting six-day-old potato dextrose agar 
(PDA) culture plates of the pathogen in an Oster® blender (Oster® Beehive Kitchen Center 
Blender, 600W, Fort Lauderdale, Florida, USA), following the methodology described by 
García-Ruiz et al. (2014a).  
 
2.2. Plant inoculation  
Inoculations were performed by dipping the bare root system of the plants into the 
inoculum for one minute, assuring that the roots were homogeneously impregnated with 
the fluid mass of culture medium, mycelium and conidia. The plants were then transplanted 
individually into sterile plastic pots containing sterile peat and moved to a greenhouse. Non-
inoculated control plants were subjected to the same process described above, but the fluid 
mass comprised a mixture of distilled sterile water and PDA plates without the pathogen. 
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2.3. Incubation and experimental design  
The experiments were performed from March to July in a 95 m2 greenhouse, with a 
range of temperatures that varied from 16±5 to 23±5ºC during the incubation period. 
Temperature and relative humidity were recorded in the greenhouse by measurement 
probes that were connected to the software Synopta 2.7.5.1 (HortiMaX B.V., Pijnacker, The 
Netherlands). The plants were arranged on greenhouse benches according to a randomized 
block design with four blocks, using three (Experiment I) and two (Experiment II) plants of 
each variety per block. ‘Picual’ (highly susceptible to the defoliating pathotype) and 
‘Frantoio’ (moderately resistant) (López-Escudero et al., 2004) were included as reference 
varieties in both experiments. Plants were sprinkle irrigated daily for 5 min, 3 times a day 
and fertilized every 2 weeks with ‘Bolikel Fe’ (base solution: 9.4 g/L of water) and 
‘HAKAPHOS green 15.20.15 2MgO’ (base solution: 15 kg/hL).  
 
2.4. Disease assessment  
Disease severity was assessed weekly from weeks 6-17 after the inoculation in both 
experiments. The disease symptoms were evaluated using a severity scale that ranged from 
0 (healthy plant or plant without symptoms) to 4 (dead plant) based on the percentage of 
plant tissue affected by chlorosis, leaf and shoot necrosis and/or defoliation (López-Escudero 
et al., 2004). The area under the disease progress curve (AUDPCP) was calculated for each 
variety considering its percentage with regard to the maximum possible value that could be 
reached in the period of assessment based on Campbell and Madden (1990):  
   1004...22 32  nSSStAUDPCP i ;  (t = days between observations; Si = final 
mean severity; 4 = maximum disease rating; n = number of observations). Additionally, final 
mean severity (FMS), percentage of dead plants (PDP) and disease recovery in inoculated 
plants (based on plant sprouting throughout the evaluating period) were also determined 
(López-Escudero and Blanco-López, 2005). To classify the reaction of evaluated varieties, the 
resistance to Verticillium olive wilt was categorized considering the AUDPCP, FMS and PDP 
values according to López-Escudero et al. (2004, 2007) (Table 3).  
 
2.5. Data analysis  
Data were subjected to an analysis of variance (ANOVA) for a randomized block 
design, using the Statistix 9.0 program (Analytical Software, Tallahassee, FL, USA). Mean 
values were compared using the Fisher protected LSD at P = 0.05. 
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Tabla 1. Final phytopathological parameter values assessed in the olive varieties inoculated with the 
defoliant isolate of Verticillium dahliae in 2012 year 
Variety* R1 Importance2 AUDPCP 3 FMS 4 PDP 5 R.L. 6 
'Gordal de Velez Rubio' 781 Local 89.1 a 3.9 91.7 ES 
'Gordal de Granada' 761 Secondary 85.5 a 3.8 90.9 ES 
'Alameño de Montilla' 299 Disseminated 65.4 ab 3.3 75.0 ES 
'Sevillano de Jumilla' 593 Local 63.7 ab 3.1 41.7 ES 
'Ocal' 354 Disseminated 57.0 ab 3.0 66.7 ES 
'Cerezuela' 331 Local 54.8 ab 3.1 66.7 ES 
'Habichuelero de Grazalema' 366 Local 54.2 ab 2.8 60.0 ES 
'Manzanilla de Sevilla' 127 Major 52.2 ab 2.4 58.3 ES 
'Picual' 9 Major 50.0 ab 2.8 36.4 S 
'Nevado Rizado' 773 Local 48.5 ab 2.8 66.7 ES 
'Ojo de Liebre' 413 Local 48.0 ab 2.5 27.3 S 
'Chorruo' 29 Disseminated 48.3 ab 3.0 66.7 ES 
'Cañivano Negro' 256 Disseminated 47.5 ab 2.7 50.0 S 
'Habichuelero de Baena' 295 Local 46.3 ab 2.3 16.7 S 
'Limoncillo' 35 Disseminated 42.8 ab 1.8 33.3 S 
'Alameño de Cabra' 285 Disseminated 40.0 ab 2.0 33.3 S 
'Manzanilla de Agua' 406 Local 38.3 ab 1.6 25.0 MS 
'Morona' 376 Secondary 35.3 ab 2.1 45.5 S 
'Pico Limon' 273 Secondary 32.0 bc 1.9 25.0 MS 
'Nevado Basto' 305 Local 31.1 bc 1.9 27.3 MS 
'Olivo de Mancha Real' 797 Local 26.3 bcd 2.2 25.0 MS 
'Rechino' 372 Local 25.1 bcde 1.4 16.7 MS 
'Cornezuelo de Jaén' 20 Disseminated 18.0 cdef 1.2   0.0 R 
'Verdial de Badajoz' 400 Major 17.8 def 0.8   8.3 R 
'Nevadillo Blanco de Lucena' 58 Local 14.1 f 1.0 25.0 MS 
'Frantoio' 80 Major 10.9 ef 0.5   0.0 R 
'Jaropo' 23 Local 10.3 f 0.9   8.3 R 
'Negrillo de Estepa' 301 Disseminated   9.5 f 0.6   9.1 R 
'Jabaluna' 392 Disseminated   6.9 f 0.4 10.0 R 
*Varieties’ identities were confirmed by Trujillo et al. (2013) 
1
Accession number in the World Olive Germplasm Bank. 
2
Variety importance: Major, Secondary, Disseminated, Local. 
3
AUDPCP: Area under the disease progress curve estimated as the percentage with regard to the maximum 
potential value. Values in columns followed by the same letters are not significantly different at P=0.05 according 
to Fisher’s protected least significant difference test, by a data transformation of Ln (ABCPEP+1).   
4
FMS: final mean severity of symptoms. 
5
PDP: percentage of dead plants. 
6
R.L. Resistance level of each variety. ES = extremely susceptible; S = susceptible; MS = moderately susceptible; 
R = resistant; HR = highly resistant. 
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Tabla 2. Final phytopathological parameter values assessed in the olive varieties inoculated with the 
defoliant isolate of Verticillium dahliae in 2013 year 
Variety* R 1 Importance 2 AUDPCP 3 FMS 4 PDP 5 R.L. 6 
'Corbella' 645 Disseminated 96.8 a 3.9 87.5 ES 
'Carrasqueño de la Sierra' 286 Secondary 87.7 ab 3.9 87.5 ES 
'Picual de Almería' 798 Disseminated 85.8 ab 3.7 85.7 ES 
'Picual' 9 Major 83.0 ab 3.4 71.4 ES 
'Cornicabra de Mérida' 522 Local 76.3 abc 3.5 50.0 ES 
'Cerezuela' 349 Local 66.9 bcd 3.1 57.1 ES 
'Lentisca' 384 Local 61.5 bcd 2.9 66.7 ES 
'Caballo' 333 Local 54.8 cde 3.1 57.1 ES 
'Sabatera' 665 Local 41.7 def 2.1 16.7 MS 
'Loaime' 414 Secondary 33.1 ef 1.8 12.5 MS 
'Sollana' 871 Disseminated 32.2 ef 1.3 12.5 MS 
'Chorreao de Montefrío' 402 Local 29.6 ef 1.4 16.7 MS 
'Datilero' 403 Local 27.4 f 1.6   0.0 MS 
'Ocal de Alburquerque' 427 Local 23.3 f 0.8   0.0 R 
'Ocal-CJ' 25 Local 22.3 f 1.1 16.7 MS 
'Asnal' 437 Local 19.4 f 1.1   0.0 R 
'Frantoio' 80 Major 18.7 f 0.3   0.0 R 
'Racimal' 418 Local 17.9 f 1.3 12.5 R 
*Varieties’ identities were confirmed by Trujillo et al. (2013) 
1
Accession number in the World Olive Germplasm Bank. 
2
Variety importance: Major, Secondary, Disseminated, Local. 
3
AUDPCP: Area under the disease progress curve estimated as the percentage with regard to the maximum 
potential value. Values in columns followed by the same letters are not significantly different at P=0.05 
according to Fisher’s protected least significant difference test.   
4
FMS: final mean severity of symptoms. 
5
PDP: percentage of dead plants. 
6
R.L. Resistance level of each variety. ES = extremely susceptible; S = susceptible; MS = moderately susceptible; 
R = resistant; HR = highly resistant. 
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Tabla 3. Resistance categories of olive varieties to the defoliant 
isolate V117 of Verticillium dahliae (by López-Escudero et al., 2007) 
Resistance Level 1 AUDPCP 2 FMS 3 PDP 4 
HR 0 – 10 0.0 – 1.5 0 
R 11 – 30 0.0 – 1.5 0 
MS 31 – 50 1.5 – 2.5 0 – 30 
S 51 – 70 2.5 – 3.0 31 – 50 
ES 71 – 100 3.0 – 4.0 51 – 100 
1
Resistance level of each variety. ES = extremely susceptible; S = susceptible; MS 
= moderately susceptible; R = resistant; HR = highly resistant. 
2
AUDPCP: Area under the disease progress curve.  
3
FMS: final mean severity of symptoms. 
4
PDP: percentage of dead plants. 
 
3. RESULTS 
 
3.1. Disease symptoms  
Injury due to the inoculation and transplanting process during the first 4 weeks after 
the inoculation caused a mortality rate close to 10.0% of plants. Non-inoculated plants did 
not exhibit any symptoms and started to grow from the fifth week after the inoculation. 
In both experiments, chlorosis was the most common symptom of the disease on 
moderately susceptible varieties. In some genotypes, chlorosis affected the whole plant and 
produced a slight defoliation. The reduction and/or delay of plant growth when compared 
with non-inoculated control plants was normally observed in symptomatic plants, but it was 
also common in inoculated plants that apparently did not exhibit symptoms. 
Defoliation of green leaves and apoplexy were the most severe symptoms showed by 
the susceptible or extremely susceptible varieties, causing plant death in some cases. In 
some of the plants, defoliation developed abruptly, causing the fall of more than 70% of 
green leaves. In other varieties, these two syndromes affected only some parts of the plants 
that exhibited severe symptoms in some shoots or branches.  
 
3.2. Disease progress and resistance level  
Plants inoculated with the defoliant pathotype of Verticillium dahliae exhibited VWO 
first symptoms from the sixth week after the inoculation (lower incubation period). The 
susceptible control variety ‘Picual’ showed symptoms in 100% of plants in both experiments, 
being considered susceptible in Experiment I due to the phytopathological values of 
AUDPCP, FMS and PDP of 50.0%, 2.8 and 36.4%, respectively (Table 1). However, in 
Experiment II, ‘Picual’ was included in the extremely susceptible category, with AUDPCP 
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(83.0%), FMS (3.4) and PDP (71.4%) values much higher than in Experiment I (Table 2). On 
the other hand, ‘Frantoio’ (moderately resistant control) showed a resistant reaction in both 
experiments with mean AUDPCP and FMS that reached 14.6% and 0.4, respectively, and no 
plant deaths (Tables 1 and 2). In both experiments, values of AUDPCP were significantly 
higher for ‘Picual’ than ‘Frantoio’ (Tables 1 and 2). 
In Experiment I, a group of 10 varieties (between them, ‘Gordal de Velez Rubio’, 
‘Sevillano de Jumilla’ or ‘Ocal’) was considered extremely susceptible, with mean values of 
AUDPCP and FMS of 61.9% and 3.1, respectively, and significantly different compared to the 
resistant control ‘Frantoio’ (Table 1). An additional six varieties (between them, ‘Cañivano 
Negro’, ‘Limoncillo’ or ‘Alameño de Cabra’) were susceptible, exhibiting mean PDP values of 
34.4% (Table 1). The SMF mean value of another group of six varieties (between them, ‘Pico 
Limón’, ‘Rechino’ or ‘Nevado Basto’) was 1.7, being considered moderately susceptible. 
Finally, varieties ‘Cornezuelo de Jaén’, ‘Verdial de Badajoz’, ‘Jaropo’, ‘Negrillo de Estepa’ and 
‘Jabaluna’ were considered resistant, with mean values of AUDPCP and FMS of 12.5% and 
0.8, respectively, and significantly different from susceptible control ‘Picual’ (Table 1). 
In the Experiment II, seven varieties were extremely susceptible (between them, 
‘Corbella’, ‘Picual de Almería’ or ‘Lentisca’) with mean values of AUDPCP, FMS and PDP of 
75.7%, 3.4 and 70.2%, respectively, and significantly different from ‘Frantoio’ (Table 2). 
Another group of six varieties (between them, ‘Sabatera’, ‘Loaime’ or ‘Datilero’) was 
considered moderately susceptible, with a mean value of FMS 1.6 (Table 2). Finally, the 
varieties ‘Ocal de Alburquerque’, ‘Asnal’ and ‘Racimal’ exhibited a resistant reaction, with 
mean values of AUDPCP and FMS of 20.2% and 1.1, respectively, being significantly different 
from the susceptible control variety ‘Picual’ (Table 2). 
 
 
4. DISCUSSION 
The inoculation method used in both experiments, dipping the roots in a semisolid 
mass of culture medium containing mycelium and conidia of the pathogen, has been 
effective in developing consistent infections and symptoms on inoculated plants. As 
previously mentioned by García-Ruiz et al. (2014a), by using this methodology, the inoculum 
mass would most likely provide continuous infections in the roots over several days, which 
would allow success and effectiveness of inoculation. Indeed, this methodology has partially 
improved VWO screening efficiency, due to the use of greenhouses instead of growth 
chambers, as well as the reduction of the time necessary for inoculation (from 30-min 
dipping of roots in a conidial suspension to 1-min of exposure when dipping the roots in a 
semisolid mass inoculum) (López-Escudero et al., 2004). However, disease onset occurred at 
the sixth week after the inoculation, which represents a slight delay of the disease (2-3 
weeks) with regard to experiments in growth chambers (López-Escudero et al., 2004; 
Martos-Moreno et al., 2006) but also confirms the results obtained in similar previous 
greenhouse assays (Trapero et al., 2013a; García-Ruiz et al., 2014a). 
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 Final values of disease parameters for ‘Picual’ and ‘Frantoio' in both experiments 
were similar to those previously recorded in greenhouse conditions (García-Ruiz et al., 
2014a). In Experiment I, the final values of phytopathological parameters for the reference 
varieties (‘Picual’ and ‘Frantoio’) were lower than those usually reached in growth chamber 
conditions. Thus, the studies of López-Escudero et al. (2004) and Martos-Moreno et al. 
(2006), which carried out eight experiments assessing 54 olive varieties, revealed mean 
values of AUDPCP, FMS and PDP of 65.6%, 3.9 and 95.1% for ‘Picual’ and 23.8%, 1.0 and 
6.2% for ‘Frantoio’, respectively. Nevertheless, in Experiment II, the ‘Frantoio’ values were 
similar to the mean values in growth chambers, and for ‘Picual’, these were much higher 
than the growth chamber values. On the one hand, the physiological condition of plants 
during the inoculation process likely affected their susceptibility to the disease. Therefore, a 
greater symptom expression was observed in plants that were actively growing, as a result 
of pathogen distribution along the xylem vessels reported in previous studies (Báidez et al., 
2007; Prieto et al., 2009). Furthermore, the outside environmental conditions of the 
greenhouse, mainly temperature and light, could have played an important role in the 
disease’s development in Experiment I. Cloudy days and temperatures much higher or lower 
than the optimum range of 20-25ºC are reported to have a negative influence on the 
progress of the disease (Soesanto and Termorshuizen, 2001; López-Escudero et al., 2004; Xu 
et al., 2012). Additionally, it is important to notice that ‘Cerezuela’, a variety included in the 
two assays, exhibited an extremely susceptible reaction in both experiments with slightly 
higher values of AUDPCP in Experiment II, confirming the trend demonstrated by ‘Picual’ and 
‘Frantoio’.  
These experiments suggest that the high susceptibility of olive varieties to the 
defoliating pathotype of Verticillium dahliae is typical, as most of the evaluated varieties 
were extremely susceptible, susceptible or moderately susceptible to the disease. 
Nevertheless, 8 out of 42 assessed genotypes (‘Cornezuelo de Jaén’, ‘Verdial de Badajoz’, 
‘Jaropo’, ‘Negrillo de Estepa’, ‘Jabaluna’, ‘Ocal de Alburquerque’, ‘Asnal’ and ‘Racimal’) 
exhibited a resistant reaction. Most of these resistant varieties are local, which means that 
their employment is limited to a determined area of a province in comparison with the 
major varieties that are cultivated in more extensive zones (Barranco, 2010). However, local 
varieties are the most numerous, with more than 170 Spanish olive local genotypes recorded 
in the WOGB of Cordoba; major varieties include only 24 out of 272 Spanish varieties 
documented (Barranco, 2010). As they were selected and confined to local geographical 
areas of diffusion, these varieties are thought to have a wide genetic variability which could 
be very important for identifying resistance sources against the pathogen (Besnard et al., 
2001, 2013; Rallo, 2005). 
Additionally, the olive tree seems to have a quantitative polygenic resistance to V. 
dahliae and shows a wide range of genetic variability useful for finding resistance to the 
disease (Wilhelm and Taylor, 1965; López-Escudero and Mercado-Blanco, 2011; Trapero et 
al., 2014), which is partially represented by local varieties in the WOGB. Thus, it is necessary 
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to continue the assessment of accessions to this Bank, in order to maximize the possibility of 
finding a resistant genotype.  
Finally, ‘Verdial de Badajoz’ is a major variety that exhibited a resistant reaction in 
previous experiments in our Department (García-Ruiz et al., 2014c), and it is being 
considered for future experiments in naturally infested fields. Despite this, all identified 
resistant varieties should be tested in different experiments with several incubation 
conditions to confirm their resistance levels; this is owing to the fact that this is the first 
assessment for most varieties. The final goal will be to include all identified resistant 
varieties in breeding programs as new disease-resistant genotypes or rootstocks.  
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RESULTADOS PRELIMINARES DE LA EVALUACIÓN DE VARIEDADES DE 
OLIVO A VERTICILOSIS EN UNA PARCELA CON UN SUELO 
NATURALMENTE INFESTADO 
 
RESUMEN 
 
En este trabajo se presentan los resultados preliminares de la evaluación de 30 
variedades de olivo en una parcela de un campo naturalmente infestado por 
Verticillium dahliae. La plantación se estableció en marzo del año 2011 y la evaluación 
de la enfermedad todavía continúa en la actualidad. Como controles susceptible y 
resistente se utilizaron las variedades ‘Picual’ y ‘Frantoio’, respectivamente. Las 
variedades se evaluaron teniendo en cuenta los valores fitopatológicos del área bajo la 
curva del progreso de la enfermedad en términos porcentuales (ABCPEP), la severidad 
media final (SMF), el porcentaje de plantas muertas (PPM) y la recuperación de la 
enfermedad. La mayoría de las variedades no habían sido previamente evaluadas, 
excepto la variedad ‘Belluti’ (moderadamente susceptible). Hasta el momento los 
resultados más relevantes indican que más de la mitad de las variedades evaluadas 
están resultando extremadamente susceptibles, susceptibles o moderadamente 
susceptibles. En cualquier caso, hay 12 variedades que hasta la fecha muestran niveles 
elevados de resistencia, destacando ‘Genovesa’, ‘Vera’, ‘Amygdalolia Nana’, ‘Mohazan’ 
y, particularmente, ‘Abbadi Shalal’, con bajos valores de los parámetros 
fitopatológicos, incluso inferiores a los mostrados por ‘Frantoio’. La resistencia de 
estas variedades deberá ser confirmada en futuros ensayos bajo diversas condiciones 
experimentales de inoculación artificial y natural. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
El olivar es un cultivo de gran valor económico en la economía de la cuenca 
Mediterránea, donde se localizan los principales países productores de aceite y de 
aceituna de mesa (FAO, 2013). Por ello, resulta de gran interés la evaluación de 
parámetros bióticos (enfermedades y plagas de insectos) o abióticos (salinidad, 
temperatura, agua, etc.) que afecten negativamente al desarrollo del cultivo (López-
Escudero y Mercado-Blanco, 2011). En España y, particularmente, en Andalucía 
destaca entre los factores bióticos la verticilosis del olivo (VO), causada por el hongo 
Verticillium dahliae, que provoca grandes pérdidas que incluyen la muerte de árboles 
completos, sobre todo cuando la infección la producen aislados muy virulentos del 
patógeno (patotipo defoliante) (López-Escudero et al., 2010; López-Escudero y 
Mercado-Blanco, 2011).   
Tras haber sido demostrado que el empleo de métodos de control de manera 
individual no es suficientemente efectiva, en la actualidad se recomienda la aplicación 
de una estrategia de lucha integrada (Hiemstra y Harris, 1998; López-Escudero y 
Mercado-Blanco, 2011). Dentro de las medidas a utilizar, el uso de variedades de olivo 
genéticamente resistentes es una de las más efectivas desde el punto de vista 
económico, siendo a su vez respetuosa con el medio ambiente (Wilhelm y Taylor, 
1965; Cirulli y Montemurro, 1976; Blanco-López et al., 1998; Colella et al., 2008; Erten 
y Yildiz, 2011).   
Desde que la enfermedad fue descrita por Ruggieri (1946), sólo se ha evaluado 
la resistencia a esta devastadora enfermedad de un pequeño porcentaje de las 1200 
variedades de olivo que se estiman como existentes (Bartolini et al., 2005). Por ello, es 
necesaria la evaluación de los recursos genéticos de olivo incluidos en los Bancos de 
Germoplasma, para poder así localizar posibles fuentes de resistencia. Así, en una 
colaboración conjunta entre el Departamento de Agronomía de la Universidad de 
Córdoba y el Banco de Germoplasma Mundial de Olivo (BGMO) de Córdoba (Proyecto 
conjunto de la Junta de Andalucía, Universidad de Córdoba y el Instituto de 
Investigación y Formación Agraria y Pesquera de Andalucía (IFAPA)), se ha conseguido 
establecer el nivel de resistencia de más de 130 variedades del citado Banco desde el 
año 1994 (Rodríguez-Jurado, 1993; Raya-Ortega, 2005; Martos-Moreno et al., 2006; 
López-Escudero et al., 2007; Abo Shkeer, 2010; Birem, 2010; López-Escudero y 
Mercado-Blanco, 2011; García-Ruiz et al., 2014a, 2014b, 2014c); evaluación que será 
continuada en futuros trabajos. La mayoría de las variedades evaluadas fueron 
susceptibles, observándose cierto nivel de resistencia en unos pocos genotipos, entre 
los que destacan ‘Frantoio’, ‘Changlot Real’ y ‘Empeltre’ (López-Escudero et al., 2004, 
2007; Martos-Moreno et al., 2006; Trapero et al., 2013). Las evaluaciones se realizaron 
mediante inoculaciones artificiales (suspensión de conidias) en cámaras de ambiente 
controlado (López-Escudero et al., 2004; Martos-Moreno et al., 2006; Birem, 2010) por 
la rapidez en la evaluación preliminar de las variedades y, en menor proporción, en 
campos naturalmente infestados por V. dahliae (Martos-Moreno, 2003; Trapero et al., 
2013). 
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Debido a que las condiciones controladas suponen una mayor presión de 
enfermedad ya que éstas son más favorables para el desarrollo de las infecciones 
(López-Escudero et al., 2004; Martos-Moreno et al., 2006), es necesaria la evaluación 
posterior en campo. Sin embargo en estas condiciones, la reacción de los cultivares 
puede ser algo diferente, ya que las marchiteces vasculares como la verticilosis están 
muy influenciadas por las condiciones ambientales en sentido amplio. Particularmente, 
el potencial de inóculo (densidad de inóculo y virulencia de los aislados presentes en el 
suelo) y el grado en el que la temperatura y el tipo de suelo es favorable para la 
enfermedad, puede suponer que un cultivar muestre niveles de resistencia diferentes 
que los mostrados en condiciones controladas. Uno de los ejemplos más claros se halla 
en el cultivar Arbequina, al que se le asigna la misma susceptibilidad que Picual tras ser 
inoculado en condiciones controladas, que luego muestra un importante nivel de 
resistencia en campo y es además duradero en el tiempo (Roca et al., 2014; Trapero et 
al., 2013).  En el presente trabajo se ha planteado la evaluación de 30 variedades de 
olivo del BGMO de Córdoba a Verticillium dahliae, en un campo de la provincia de 
Córdoba naturalmente infestado por el patotipo defoliante. Esas variedades no habían 
sido hasta la fecha previamente inoculadas en condiciones controladas. 
 
 
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1. Material vegetal y fúngico 
Se emplearon 30 variedades del BGMO de Córdoba (Caballero et al., 2006), de 
un año de edad y formadas a un eje, propagadas mediante estaquillado semileñoso 
según la metodología descrita por Caballero y Del Río (2010) (Tabla 1).  
Entre los aislados detectados en la parcela experimental se hallaban 
frecuentemente aislados del patotipo D de Verticillium dahliae, con una concentración 
de entre 2 y 3 microesclerocios por gramo de suelo, calculada mediante ensayos 
previos de análisis de suelo. 
 
2.2. Localización de la finca y diseño experimental 
La finca se localiza en el Término Municipal de Almodóvar del Río, Córdoba 
(Figura 1). Las plantas fueron establecidas en campo el 4 de Marzo del 2011, siguiendo 
un diseño en bloques al azar, con cuatro bloques con dos repeticiones de cada 
variedad por bloque. El marco empleado en la plantación fue de 1,5 m X 4 m, sobre 
caballones, y se aplicó fertirrigación (Figura 2). 
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Figura 1. Localización del Término municipal de Almodóvar del 
Río (azul más oscuro) en la provincia de Córdoba  
 
2.3. Evaluación de la enfermedad 
Tras la plantación se evaluó periódicamente la severidad de los síntomas de las 
plantas, mediante una escala de 0 a 4 (0= planta sana o sin síntomas; 1= planta 
afectada entre 1-33%; 2= afectación entre 34-66%; 3= 67-99%; 4 = planta muerta). Con 
los valores de la severidad media de síntomas se obtuvo el valor del área bajo la curva 
del progreso de la enfermedad (Campbell y Madden, 1990), utilizando su valor 
porcentual respecto al máximo valor que podría alcanzarse en el período de 
evaluación (ABCPEP). Así, este índice se calculó de la siguiente manera: 
 
   1004...22 32  nSSStAUDPCP i  
 
t = número de días entre observaciones 
Si = Severidad media en la lectura i 
4 = valor máximo de síntomas 
n = número total de días desde la primera lectura 
 
Para evaluar las variedades, además del ABCPEP se tuvo en cuenta el valor de la 
severidad media final (SMF), el porcentaje de plantas muertas (PPM) y la recuperación 
de los síntomas de la enfermedad (López-Escudero y Blanco-López, 2005; López-
Escudero et al., 2004, 2007) (Tabla 2). 
 
Las evaluaciones de la enfermedad continúan todavía. Una vez que concluyan 
los datos se analizarán aplicando el análisis de la varianza (ANOVA) para un diseño de 
bloques al azar del valor ABCPEP, con el programa Statistix 9.0, comparando las medias 
con el test de la Diferencia Mínima Significativa (DMS) protegido de Fisher. 
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Figura 2. Vista del ensayo de campo en Almodóvar del Río (Córdoba)  
 
 
3. RESULTADOS PRELIMINARES Y DISCUSIÓN 
 
3.1. Síntomas de la enfermedad y nivel de resistencia 
Los síntomas más característicos observados en campo fueron la defoliación en 
verde (de ramas individuales o del árbol completo); y la marchitez de las hojas, 
caracterizada por un progresivo abarquillamiento de las hojas y clorosis, llegando a 
necrosarse permaneciendo unidas a las ramas (Figura 3). 
En algunas de las plantas de las variedades más susceptibles se observaron los 
primeros síntomas de defoliación o ligeras clorosis a partir de los 6 meses tras la 
plantación. El tiempo transcurrido desde la plantación hasta la aparición de los 
primeros síntomas es similar a la observada en otros trabajos realizados en  campos 
experimentales establecidos en otras localidades (Trapero et al., 2011, 2013), aunque 
la mayor parte de las variedades comenzaron a mostrar síntomas consistentes de la 
enfermedad una vez hubo transcurrido el año y medio desde la plantación. Además, se 
observó que la severidad de síntomas aumentaba en primavera y otoño, estaciones 
identificadas como las más favorables para el desarrollo de la enfermedad (López-
Escudero y Blanco-López, 2001; 2007; Trapero et al., 2011, 2013). 
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Figura 3. Síntomas de defoliación (A) y marchitez (B) en plantas de olivo en las evaluaciones de 
campo. 
 
Las plantas del cultivar susceptible ‘Picual’ no mostraron sin embargo 
importantes síntomas de la enfermedad, con valores muy bajos del ABCPEP (9.9%) y 
SMF (0.1), viéndose afectadas sólo algunas de las repeticiones (Tabla 1). De hecho, 
‘Picual’ sólo mostró ligeras defoliaciones en algunas de las ramas de algunos árboles. 
En estudios con ‘Picual’ llevados a cabo por López-Escudero y Blanco-López (2007), en 
microparcelas con distintos grados de infestación se obtuvieron valores del ABCPEP 
por debajo del 15.0% para concentraciones inferiores de 3.3 microesclerocios por 
gramo (MS/g) de suelo. En trabajos posteriores realizados en parcelas con un grado de 
infestación de 5 MS/g de suelo, el valor de ABCPEP de ‘Picual’ fue del 23.2% (Trapero 
et al., 2013). De hecho, se observó que la posible reacción de resistencia de ‘Picual’ se 
superaba cuando la cantidad de microesclerocios en el suelo era superior a 1.0 MS/g 
de suelo (Roca et al., 2014). Por otro lado, el control resistente ‘Frantoio’, tuvo una 
reacción resistente, con valores de ABCPEP y SMF de 1.5 % y 0.0, respectivamente, y a 
su vez, muy similares a los obtenidos previamente en parcelas con moderada 
infestación (Trapero et al., 2013) (Tabla 1). Los síntomas consistieron sólo en la clorosis 
de algunas hojas que terminaron desprendiéndose del árbol al cabo de los meses. 
Algo más de la mitad de las variedades evaluadas mostraron alguna reacción 
susceptible. Las variedades ‘Ensasi’ y ‘Bosana’, a pesar de tener unos valores de 
ABCPEP relativamente bajos (36.9% y 35.6%, respectivamente), mostraron altos 
valores de SMF (3.0) y PPM (71.4% y 57.1%), considerándolas ambas como 
extremadamente susceptibles (Tabla 1 y 2). De hecho, las dos variedades anteriores 
sufrieron defoliaciones completas de la copa en algunas de las repeticiones, y en otros 
casos, marchitez que dio lugar a necrosis de todas las hojas del árbol. En estas 
variedades más susceptibles, se observó un desarrollo más lento de la enfermedad 
respecto a experimentos previos (Trapero et al., 2011, 2013), iniciándose los síntomas 
más severos al año y medio de haberse establecido la plantación, hecho que explicaría 
en parte esos bajos valores de ABCPEP.  
A B 
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Por otro lado, las variedades ‘Mohazam Abou Satl’, ‘Amargoso’, ‘Belluti’, ‘San 
Pedro’, ‘Cornicabra de Jerez de los Caballeros’ y ‘Carrasqueño de Jumilla’ mostraron 
una reacción susceptible con valores de PPM superiores al 30% (Tabla 1). En algunas 
de las repeticiones de estas variedades se vio afectada aproximadamente la mitad de 
la planta, bien por defoliación, marchitez o necrosis. Otro de los síntomas, que en este 
caso afectó a la totalidad de la planta, fue la clorosis, que además provocó la 
defoliación de las hojas más afectadas. La variedad ‘Belluti’ fue previamente evaluada 
por Erten y Yildiz (2011) mediante inyección al tronco, resultando moderadamente 
susceptible. Esta diferencia de calificación de susceptibilidad puede deberse a que en 
el caso de la inyección al tronco, el patógeno accede directamente a través del tronco, 
no siendo ésta la zona natural de penetración. Por ello, los síntomas de la enfermedad 
suelen ser menores a los observados en la inoculación mediante otros métodos de 
inoculación artificial donde el patógeno se introduce a través de las raíces (López-
Escudero et al., 2004, 2007; Martos-Moreno et al., 2006; Cirulli et al., 2008).     
Por su parte, fueron consideradas como moderadamente susceptibles las 
variedades ‘Carrasqueño de Cañaveral-881’, ‘Dwarf-D’, ‘Fishomi’, ‘Ulliri i Holle i 
Himares’, ‘Hemblasi’, ‘Majhol-1063’, ‘Redondil-876’, ‘Chetoui’, ‘Cordovil de Castelo 
Branco’ y ‘Akdam’, con valores de SMF inferiores a 1.3 (Tabla 1). En este caso la 
sintomatología afectó a las plantas con una menor severidad, provocando ligeras 
defoliaciones o marchiteces en parte de alguna de las ramas, y sólo en algunas 
repeticiones. La clorosis en estas plantas fue menos generalizada.  
Por último, otras 12 variedades fueron preliminarmente consideradas como 
resistentes, con valores de ABCPEP y SMF inferiores a 10.0% y 1.0, respectivamente, y 
ninguna planta muerta (Tabla 1). En estas plantas no se produjo ni defoliación ni 
marchitez, y las clorosis fueron ligeras y aisladas. A su vez, se observó la recuperación 
de la enfermedad en plantas que mostraron síntomas más o menos ligeros (Figura 5) 
(López-Escudero y Blanco-López, 2005). De hecho, algunas de las variedades 
consideradas resistentes no mostraron síntomas en ninguna de las repeticiones en la 
última toma de datos realizada a mediados de mayo del 2014 (Tabla 1, Figura 5). 
Destacaron las variedades ‘Genovesa’, ‘Vera’, ‘Amygdalolia Nana’, ‘Mohazan’ y ‘Abbadi 
Shalal’, que mostraron valores fitopatológicos inferiores a los de ‘Frantoio’ (Tabla 1). 
Estos genotipos preseleccionados, serán evaluados en futuros trabajos bajo diversas 
condiciones (controladas o semicontroladas), para corroborar el nivel de resistencia a 
la enfermedad. 
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Tabla 1. Valores finales de los parámetros fitopatológicos de las variedades de olivo evaluadas en un 
campo naturalmente infestado por Verticillium dahliae 
Cultivar R1 Origen2 ABCPEP 3 SMF 4 PPM 5 N.R.6 
‘Ensasi’ 1124 Siria 36.9 3.0 71.4 ES 
‘Bosana-1’ 1168 Italia 35.6 3.0 57.1 ES 
‘Mohazam Abou Satl’ 847 Siria 29.6 2.3 37.5 S 
‘Amargoso’ 367 España 28.7 2.0 50.0 S 
‘Belluti’ 690 Turquía 24.6 2.0 40.0 S 
‘San Pedro’ 997 Chile 23.3 2.0 37.5 S 
‘Cornicabra Jerez Caballeros’ 957 España 21.2 1.6 37.5 S 
‘Carrasqueño de Jumilla’ 591 España 20.5 1.5 37.5 S 
‘Carrasqueño de Cañaveral-881’ 881 España 19.9 1.1 25.0 MS 
‘Dwarf-D’ 707 EEUU 18.9 0.8 16.7 MS 
‘Fishomi’ 1142 Irán 18.1 0.5 12.5 MS 
‘Lechín de Sevilla’ 5 España 17.3 0.5   0.0 R 
‘Grosal Vimbodi’ 1069 España 16.0 0.4   0.0 R 
‘Ulliri i Holle i Himares’ 1083 Albania 15.3 0.6 12.5 MS 
‘Hemblasi’ 1002 Siria 14.6 1.2 20.0 MS 
‘Majhol-1063’ 1063 Siria 14.5 0.5 12.5 MS 
‘Istarska Bjelica’ 735 Croacia 13.7 0.5   0.0 R 
‘Redondil-876’ 876 España 12.2 1.3 14.3 MS 
‘Picual’ 9 España   9.9 0.1   0.0 R 
‘Chetoui’ 113 Túnez   9.5 1.0 33.3 MS 
‘Cordovil de Castelo Branco’ 886 Portugal   9.5 0.5 12.5 MS 
‘Adkam’ 844 Siria   8.1 1.3 40.0 MS 
‘Barri’ 1026 Siria   5.0 0.5   0.0 R 
‘Acebuche de Caravaca-1’ 800 España   4.7 0.0   0.0 R 
‘Klirou’ 849 Chipre   2.2 0.0   0.0 R 
‘Abbadi’ 845 Siria   2.1 0.4   0.0 R 
‘Frantoio’ 80 Italia   1.5 0.0   0.0 R 
‘Genovesa’ 970 España   1.4 0.1   0.0 R 
‘Vera’ 660 España   1.1 0.0   0.0 R 
‘Amygdalolia Nana’ 696 Grecia   0.7 0.0   0.0 R 
‘Mohazan’ 859 Israel   0.4 0.0   0.0 R 
‘Abbadi Shalal’ 1034 Siria   0.0 0.0   0.0 R 
1
Número de registro en el BGMO.  
2
País de origen de la variedad.  
3
ABCPEP. Área bajo la curva de progreso de la enfermedad porcentual.  
4
SMF. Severidad media final de las variedades. 
5
PPM. Porcentaje de plantas muertas por el patógeno.  
6
NR. Nivel de resistencia de la variedad. ES = extremadamente susceptible; S = susceptible; MS = moderadamente susceptible;  
R = resistente.  
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Tabla 2. Categorías de resistencia de genotipos de olivo al aislado 
defoliante de Verticillium dahliae (Según López-Escudero et al., 2007) 
Nivel Resistencia 1 ABCPEP 2 SMF 3 PPM 4 
R 0 – 30 0.0 – 1.5 0 
MS 31 – 50 1.5 – 2.5 0 – 30 
S 51 – 70 2.5 – 3.0 31 – 50 
ES 71 – 100 3.0 – 4.0 51 – 100 
1
Nivel de resistencia. ES = extremadamente susceptible; S = susceptible; MS = 
moderadamente susceptible; R = resistente.  
2
ABCPEP: Área bajo la curva de progreso de la enfermedad porcentual.  
3
SMF: Severidad media final de las variedades.  
4
PPM: Porcentaje de plantas muertas por el patógeno. 
 
 
Previo a este experimento, en ensayos llevados a cabo con la variedad ‘Picual’ 
en microparcelas infestadas de manera artificial con V. dahliae, se demostró que 
cantidades superiores a 3 microesclerocios por gramo (MS/g) de suelo eran suficientes 
para producir síntomas en más de la mitad de las plantas evaluadas, con más del 40% 
de mortalidad (López-Escudero y Blanco-López, 2007). Posteriormente, en campos 
naturalmente infestados por el patógeno se observó que la cantidad de MS/g de suelo 
tenía influencia tanto en la incidencia como en la severidad de la enfermedad 
mostrada por la variedad (Trapero et al., 2013). Así, variedades consideradas 
resistentes en experimentos de inoculaciones artificiales, como por ejemplo ‘Empeltre’ 
o ‘Frantoio’, exhibieron cierta resistencia en parcelas con una infestación media del 
patógeno (5 MS/g suelo), y una moderada susceptibilidad a la enfermedad con 
síntomas de leves a moderados en parcelas con una elevada infestación (21 MS/g 
suelo) (Trapero et al., 2013). Por ello, y debido principalmente a la concentración de 
microesclerocios en la parcela de nuestro experimento (<3MS/g de suelo), era de 
esperar una expresión de síntomas de la enfermedad más leve, con un desarrollo de 
ésta más lento, y unos valores fitopatológicos menores en las variedades más 
susceptibles respecto a los que se hubieran obtenido en condiciones controladas 
(López-Escudero et al., 2004; López-Escudero y Blanco-López, 2007; Martos-Moreno et 
al., 2006; Birem, 2010; Trapero et al., 2013). 
Por otro lado, se ha observado que las plantas que mostraron una reacción 
tanto moderadamente susceptible como resistente, manifestaron una recuperación de 
la enfermedad, con una disminución de los síntomas y un aumento del crecimiento 
vegetativo (Figura 5). Esta recuperación se hizo más evidente en el último año de 
evaluación, una vez transcurridos más de tres años desde el establecimiento en 
campo. Creemos que en estas condiciones algunas variedades podrían haber 
desarrollado mecanismos de resistencia que fueran efectivos contra las infecciones 
naturales, debido en parte a la influencia de algunos factores físico-químicos o 
biológicos del suelo que podrían tener cierta influencia en las infecciones producidas 
en las plantas en condiciones naturales (Trapero et al.,  2011, 2013). 
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3.2. Limitaciones que influyeron en la evaluación 
Uno de los principales problemas con los que nos encontramos en este 
experimento fue el cambio del sistema de explotación de la finca, de un modelo 
tradicional con empleo de fitosanitarios a otro ecológico, donde primaba la escasa o 
nula utilización de químicos. Este sistema se implantó a principios de 2012, una vez 
estaba establecida la plantación objeto de evaluación, y como consecuencia de ello las 
plantas se vieron afectadas por algunas plagas como fueron los ácaros, pulgones o 
glyphodes (Glyphodes unionalis) del olivo, que aunque no suelen causar grandes 
daños, su incidencia fue elevada en el año 2012 (Figura 4).  
Otra consecuencia del manejo ecológico fue la gran cantidad de malas hierbas 
que había entre calles y entre olivos de una misma fila, que dificultaban en gran 
medida el acceso a las plantas y a su evaluación. Al no tratar con químicos, y debido a 
la vasta extensión de la finca, no era viable económicamente para el propietario el 
desbrozado con una máquina manual entre olivos de la misma línea. Entre calles se 
realizaba puntualmente un desbrozado con una desbrozadora de grandes dimensiones 
acoplada al tractor. Como solución a la vegetación que quedaba entre árboles de una 
misma línea se optó por animales herbívoros (ovejas). El tránsito de algunos de estos 
animales en las parcelas de evaluación causó grandes daños a las plantas más 
pequeñas (Figura 4), e incluso a plantas más desarrolladas. Aquellos árboles que se 
encontraban excesivamente afectados por el daño producido por los animales, fueron 
desechados del estudio (Figura 4). La detención del crecimiento de las plantas dañadas 
nos ha hecho decidir prolongar las evaluaciones durante al menos una estación de 
crecimiento más.  
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Figura 4. Plantas de olivo afectadas por diversas plagas (A, B y C) y daños producidos por ovejas en 
plantas pequeñas (D). 
 
 
Figura 5. Curvas de progreso de la severidad media de síntomas en algunas de las variedades 
de olivo evaluadas en campo a Verticillium dahliae. 
A B 
C D 
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CONCLUSIONS 
 
 
1. Research works of present Phd Thesis has comprised the assessment of 149 
new olive cultivars for resistance to Verticillium dahliae, join to the 130 
genotypes already evaluated in previous works. These represent the half of the 
total number of accessions included in the World Olive Germplasm Bank 
(WOGB) of IFAPA (Córdoba). The evaluated cultivars were mainly from Spain 
(62.4%) and in minor percentage, from other countries of the Mediterranean 
Basin as Syria (10.1%) or Italy (4.7%). Regarding Spanish cultivars, 7 major 
cultivars, 10 secondary, 17 disseminated and 59 local genotypes were assessed 
for resistance to Verticillium wilt of olive. These evaluated Spanish cultivars, 
join to the assessed ones in previous studies, involve almost the 60.0% of the 
total Spanish accessions of this WOGB. 
 
 
2. The susceptible genotypes were categorized in extremely susceptible (20.1%), 
susceptible (19.5%) and moderately susceptible (28.9%) cultivars. The 
symptoms expressed between them differed mainly in their severity. In the 
case of extremely susceptible and susceptible cultivars, the main symptoms 
observed were the abrupt defoliation of green leaves and the apoplexy, that 
affected the whole plant in many cases, causing the death of several plants. 
The disease incidence was also very high in extremely susceptible and 
susceptible cultivars. Moderately susceptible cultivars exhibited moderate 
symptoms, with slight defoliations and chlorosis, and in some cases a low 
percentage of dead plants. The disease incidence was also lower in moderately 
susceptible cultivars compared with the most susceptible ones (Chapters 2 to 
6). 
 
 
3. The preselected resistant cultivars (31.5%) exhibited slight chlorosis, a low 
disease incidence and no plant death. Many of them had phytopathological 
values similar or even lower to those recorded by ‘Frantoio’ (resistant 
reference cultivar). Between them, highlighted cultivars were ‘Amygdalolia 
Nana’, ‘Asnal’, ‘Chorrou de Castro del Río’, Cordobés de Cabra’, ‘Escarabajillo’, 
‘Genovesa’, ‘Jabaluna’, ‘Jaropo’, ‘Kallmet’, ‘Manzanillo’, ‘Marsaline’, ‘Menya’, 
‘Negrillo de Estepa’, ‘Racimal’, ‘Redondilla de Logroño’, ‘Sevillana de Abla’, 
‘Suca’, ‘Vera’ or ‘Verdial de Badajoz’ (Chapters 2 to 6). This is the first screening 
of these preselected cultivars that should be tested in future works at field 
conditions to confirm their resistance level. Those that result resistant will be 
included as genitors in the Breeding Program that currently is being carried out 
in the University of Córdoba. 
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4. Most of these preselected genotypes were local cultivars, which were chosen 
by the farmers for centuries and confined to local geographical areas of 
diffusion. These cultivars are thought to have a wide genetic variability which 
could be very important for identifying resistance sources against the disease 
caused by V. dahliae. Continuing the screening of the rest of local cultivars of 
this Bank in future studies is an essential labor for the searching of new 
resistant genotypes. 
 
 
5. The use of a conidial suspension of the pathogen, the inoculation method 
normally used by our group for identifying disease resistance, was an efficient 
method in producing consistent symptoms in olive plants in this series of trials 
(Chapters 3 and 4). However, the inoculation method based on a semisolid fluid 
mass of culture medium, conidia and mycelium of the pathogen, has also been 
effective to cause solid infections in the root system of the olive trees. Probably 
the inoculum that impregnated the root system favored the survival of active 
infective structures in pots during several days and allowed to the pathogen to 
produce continuous infections. This might have caused a higher level of 
infections on roots when compared to the single inoculation achieved by a 
conidial suspension (Chapters 2 and 5). 
 
 
6. The use of the greenhouse permitted to asses a higher number of plants than 
the growth chamber due to the available space in the former. Greenhouse 
conditions enabled infection establishment, although the onset and disease 
development was delayed and slower under greenhouse conditions than inside 
growth chamber. This will yield final phytopathological parameters slightly 
lesser. External variations of temperature and lighting during and between days 
were probably main factors influencing the environmental conditions of the 
greenhouse (Chapters 2 to 5). 
 
 
7. The use of continuous lighting (CL) inside the greenhouse slightly increased the 
temperature, compared to the use of natural lighting (NL) that was subjected 
to day and night temperature changes that might affect inoculation and further 
colonization. Thus, over most of the period of evaluation in the greenhouse 
under CL conditions, the temperature was 20-25ºC, which is the optimum 
range for V. dahliae infection and colonization. This allowed an advance of 
three weeks in the onset of disease symptoms, compared with the greenhouse 
with NL conditions. Therefore, the use of CL inside greenhouses could be 
advisable to improve the inoculation process for identifying resistance to 
Verticillium wilt disease (Chapter 4). 
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8. The use of the greenhouse during the most favorable months for 
meteorological conditions in our zone (from March to June), together with the 
employment of continuous lighting, could be effectively used for inoculating 
large amounts of plants as an alternative to the use of the growth chamber. 
The disease development during that period of time is similar in both facilities, 
with a slight difference of two–three weeks on the onset of the disease.  
 
 
9. Preliminary results from field evaluations in a Verticillium dahliae infested plot 
(Almodóvar del Río, Córdoba) of a new group of olive cultivars show that 
cultivars considered as susceptible are exhibiting values of relative area under 
disease progress curve (AUDPCP) lower than expected (40.0%). It was probably 
due to the moderate inoculum density detected in the chosen plot. However, 
some cultural practices conducted by owners and related to organic farming, 
had a negative impact on the normal olive plantation development, and then 
we considered that field assessment should continue some years more. 
(Chapter 6). 
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ESTANCIAS EN EL CENTRO “WAGENINGEN UR/APPLIED PLANT 
RESEARCH SECTOR FLOWER BULBS, NURSERY STOCK & FRUITS” EN 
HOLANDA. PROYECTO EUROPEO VERTIGEEN 
 
 
 
1. INTRODUCCIÓN 
 
Como actividad complementaria a la Tesis doctoral, se realizaron dos estancias 
de tres meses de duración cada una, en Lisse, en el centro “Applied plant research, 
Sector flower bulb, nursery stock and fruits” (Praktijkonderzoek Plant & Omgeving, 
PPO), perteneciente a la Universidad de Wageningen.  
Los trabajos realizados se enmarcaron dentro del Proyecto Europeo Vertigeen 
(http://vertigeen.eu/), coordinado en diversos países, cuyo objetivo principal es 
conseguir la detección in situ, rápida y fiable, y la cuantificación de Verticillium dahliae 
en muestras de suelo y planta, preferiblemente en campo. Por ello, el primer paso fue 
la puesta a punto en laboratorio de protocolos para la detección del patógeno, tanto 
en suelo como en planta, para posteriormente poder desarrollar kits de detección in 
situ, siendo el método LAMP (loop-mediated isothermal ampliﬁcation) uno de los 
posibles candidatos a utilizar.  
En estudios previos llevados a cabo por Mercado-Blanco et al. (2003) se 
desarrollaron marcadores moleculares para la identificación y diferenciación de los 
aislados D y ND de V. dahliae, mediante la duplicación de la técnica de nested-
polymerase chain reaction (PCR), realizando la amplificación simultánea de los dos 
marcadores de ambos aislados (D y ND) a la vez. Los Autores, comprobaron que gracias 
a la utilización por duplicado de la nested-PCR conseguían diferenciar 
simultáneamente ambos aislados en plantas inoculadas artificialmente y bajo 
condiciones controladas (Mercado-Blanco et al., 2003).  
Posteriormente, Gramaje et al. (2013) evaluaron la efectividad de ocho 
protocolos de q-PCR (quantitative polymerase chain reaction) a tiempo real, 
publicados desde el año 2002, para la detección y cuantificación de V. dahliae. 
Comprobaron que algunos de los protocolos no resultaban específicos para el 
patógeno, o bien la amplificación de ADN resultaba inhibida en aquellas muestras de 
extractos de tejidos de la planta. De todos los métodos analizados, dos de ellos 
llamados TaqMan (basado en un separador intergénico del gen diana del ADN 
ribosómico) (Markakis et al., 2009; Bilodeau et al., 2012) y SYBR-4 (basado en el gen 
diana de la β-tubulina 2) (Lievens et al., 2006), se seleccionaron por su sensibilidad y 
eficiencia en la cuantificación de ADN de V. dahliae en los diferentes tejidos de olivo 
(raíces y tallo) y por la poca cantidad de ADN necesaria para su identificación (Gramaje 
et al., 2013).  
En cuanto a la distribución de V. dahliae en el interior de los haces vasculares 
del olivo, ésta fue previamente estudiada por Prieto et al. (2009) mediante la 
transformación del aislado defoliante de V. dahliae con el objetivo de tener 
fluorescencia para su posterior visualización con el microscopio confocal láser. Estos 
autores observaron que el patógeno colonizaba rápidamente la superficie de las raíces, 
invadiendo el córtex de la raíz y los tejidos vasculares de manera pasiva a través de 
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micro y macro roturas que se producen naturalmente en las raíces durante su 
crecimiento, invadiendo el espacio inter- e intra-celular de la planta rápidamente. 
Posteriormente, el patógeno alcanzaba la parte aérea de la planta a través de las 
células de los vasos xilemáticos sin llegar a colonizar la totalidad de los haces 
vasculares, localizándose tanto en tallo como en hojas (Prieto et al., 2009).  
En los Países Bajos, este patógeno ataca a especies forestales como el arce (Acer 
spp.) o el fresno (Fraxinus spp.), produciendo grandes pérdidas sobre todo en la 
industria viverística. En el caso del arce, éste presenta una elevada susceptibilidad al 
hongo, al igual que el olivo, atacando sobre todo a árboles jóvenes (Harris, 1998). El 
fresno no presenta una susceptibilidad tan elevada como el arce a esta enfermedad, 
aunque ésta puede tener cierta importancia en determinados viveros y en la estética 
en el diseño de jardines o paisajismo, atacando sobre todo a árboles jóvenes de menos 
de 30 años (Hiemstra, 1998). Así, el estudio de Verticillium dahliae en ambas especies, 
así como la mejora de los métodos de inoculación y detección, se hace necesario para 
la implementación de los procedimientos de obtención de plantas libres de este 
patógeno por parte de los viveros. 
Por ello, los objetivos de las estancias, así como del proyecto Vertigeen, fueron 
estudiar la distribución de Verticillium dahliae en olivo, mediante el análisis de 
muestras de olivo naturalmente infectados y de olivos inoculados artificialmente, 
empleando tanto técnicas moleculares como otras como la resonancia magnética 
nuclear o la microscopía. A su vez, se realizaron trabajos complementarios con arce y 
fresno inoculados mediante inyección al tronco y trasplantados en un campo de 
experimentación naturalmente infestado. 
 
 
 
2. PROYECTO VERTIGEEN 
 
2.1. Análisis de muestras de olivo de diversos países 
 
El objetivo principal de este análisis fue determinar la distribución de V. dahliae 
en plantas de olivo naturalmente infectadas de distintas variedades, en diversas 
épocas del año, para hacer más eficiente en un futuro la detección del patógeno en 
campo. Este estudio se realizó sobre muestras de diferentes países, entre los que se 
encuentran Portugal, Grecia, Italia y España.  
Para ello, se tomaron muestras en campo de la copa de los árboles afectados 
por la enfermedad, procurando coger las ramas correspondientes a los dos últimos 
años de crecimiento (Figura 1A). Una vez en el laboratorio, se dividió cada rama en 3 
partes para la toma de muestras: baja, media y alta (Figura 1A). A continuación, se 
retiró la corteza con escalpelo y se fueron haciendo pequeñas muescas (Figura 1B) que 
se introdujeron en un tubo eppendorf de 2 ml. para la posterior extracción de ADN.  
La extracción de ADN se realizó con el kit comercial de Qiagen®, llamado 
DNeasy® Plant Mini Kit. Una vez extraído el ADN, se ajustó la concentración de éste 
con un espectrofotómetro (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) (Figura 1C), igualando 
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la concentración de todas las muestras, y por último, se conservó en el congelador a -
20ºC hasta su uso.   
El siguiente paso fue realizar una qPCR en tiempo real, mediante la técnica 
SYBRGreen, con los primers específicos para V. dahliae desarrollados por Khanh Pham 
en el laboratorio de Lisse (Van Doorn et al., 2009), basados en secuencias ITS 
disponibles en la base de datos genética en internet. Los datos obtenidos nos 
proporcionan la cantidad de ADN en ng/μl de muestra. 
A su vez, se realizaron aislamientos del patógeno de alguna de las ramas 
afectadas, para comprobar que efectivamente estaban infectados por V. dahiae, e 
incorporar así los aislados a la colección que poseen en Lisse. 
 
 
 
 
 
Figura 1. Proceso de toma de muestras (A y B). Espectrofotómetro empleado en la medición 
de la concentración de ADN (C).  
 
Tras los análisis se observó que los aislamientos en placas realizados en las 
muestras tomadas en agosto fueron negativos en la mayoría de los casos, a pesar de 
que los árboles estaban infectados. De hecho, los análisis de ADN posteriores 
mediante qPCR a tiempo real, dieron resultados negativos en algunas de las muestras. 
A 
B 
C 
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Esto podría sugerir que el hongo puede encontrarse inactivo en verano debido a las 
temperaturas extremas alcanzadas (López-Escudero y Mercado-Blanco, 2011), o bien 
que en parte haya desaparecido por haber sido destruido por esas altas temperaturas, 
disminuyendo o desapareciendo los síntomas durante este periodo.  
Por otro lado, se documentó que la distribución del patógeno no sigue un 
patrón previamente establecido, dependiendo no sólo del patotipo que infecta al 
árbol, sino también de la variedad, estación del año e inóculo en campo (Keykha Saber 
et al., 2013). De hecho, se observó que para el mismo patotipo del agente su 
distribución era muy diferente en las muestras obtenidas de diferentes procedencias, 
por ejemplo de España o Grecia. Parte de estos resultados preliminares fueron 
publicados en el 11th International Verticillium symposium, celebrado en Alemania en 
mayo del 2013.  
 
 
2.2. Inoculación de variedades de olivo 
 
Se llevaron a cabo dos experimentos de inoculación. Ambas inoculaciones 
fueron realizadas y evaluadas en las instalaciones de la Universidad de Wageningen. El 
objetivo era conocer la distribución de V. dahliae a lo largo de los haces vasculares del 
olivo, en dos variedades, ‘Picual’ (susceptible) y ‘Frantoio’ (moderadamente resistente) 
(López-Escudero y Mercado-Blanco, 2011). En los trabajos se emplearon diversas 
técnicas de detección, como la resonancia magnética, la qPCR o la microscopía. A 
continuación se describen ambos experimentos y los resultados preliminares 
obtenidos. 
 
2.2.1. Experimento realizado en Marzo de 2013 
 
Se inocularon 180 plantas de 9 meses de edad de las variedades ‘Picual’ y 
‘Frantoio’. Las plantas de olivo procedían de un vivero comercial de Castro del Río 
(Córdoba) y se enviaron desde España a Holanda. En la inoculación se usaron los 
aislados V117 (defoliante) y V4 (no defoliante) de V. dahliae de la colección del 
Departamento de Agronomía de la Universidad de Córdoba (López-Escudero et al., 
2004). Las plantas se inocularon mediante inmersión radicular en una suspensión de 
107 conidias/ml del patógeno (López-Escudero et al., 2004), empleándose un total de 
35 plantas por cultivar para cada aislado. El resto de las plantas se usaron como 
control, sometiéndolas a un proceso similar, empleando agua estéril desionizada como 
inóculo. 
La inoculación se realizó en el interior de un invernadero debido a las 
condiciones meteorológicas desfavorables del exterior (Figura 2). Para evaluar la 
enfermedad, se seleccionaron 10 plantas de cada variedad para cada aislado, y cada 
dos semanas aproximadamente se tomaron datos de severidad de los síntomas 
mediante una escala de 0 a 4 (0 = planta sana; 4 = planta muerta). Con esos datos de 
severidad de la enfermedad se calculó el área bajo la curva de la enfermedad en 
términos porcentuales (ABCPEP), según la siguiente fórmula (Campbell y Madden, 
1990): 
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t: Días entre observaciones;  
Si: Severidad en cada medida;  
4: Valor máximo de enfermedad;  
n: Número total de días. 
 
 
Asimismo se tuvo en cuenta la severidad media final (SMF) y el porcentaje de 
plantas muertas (PPM). 
 
Para estudiar la distribución del patógeno a lo largo de los haces vasculares de la 
planta, en este experimento se empleó la resonancia magnética nuclear (RMN) en las 
instalaciones de Wageningen (Figura 3B), y análisis moleculares de diversas partes de 
la planta mediante qPCR (Figura 3A). En el caso de la RMN, previamente a la colocación 
de la muestra, se lavaron las raíces de las plantas para retirar el sustrato y así evitar 
que interfiriera en la medida (Figura 3C). La extracción de ADN y qPCR en tiempo real 
se realizó en Lisse siguiendo todos los pasos que se detallan en el apartado 2.1., 
usando tres plantas por tratamiento. 
 
En principio, los resultados obtenidos por RMN no fueron concluyentes (Figura 
4), aunque se decidió que este estudio iba a ser evaluado conjuntamente con el 
realizado en el apartado 2.2.2. 
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Figura 2. Estado de los olivos antes de la inoculación (A); proceso de la inoculación, con 
retirada de tierra y lavado de raíces (B), inoculación (C) y trasplante a maceta nueva (D); 
estado de plantas tras la inoculación (E). 
 
 
 
 
 
A B 
C D 
E 
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Figura 3. Técnicas empleadas para la detección de Verticillium dahliae en la planta: qPCR (A) y 
RMN (B). Preparación de la muestra para la Resonancia Magnética Nuclear (C). 
 
 
 
 
 
 
A 
B 
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Figura 4. Imágenes obtenidas en la Resonancia Magnética Nuclear de plantas de olivo 
inoculadas con el aislado V117 (D), siendo las variedades ‘Picual’ (A) y ‘Frantoio’ (B).  
 
 
 
2.2.2. Experimento realizado en Septiembre de 2013 
 
En este caso, se inocularon 130 plantas de olivo, de las variedades ‘Picual’ y 
‘Frantoio’, procedentes del mismo vivero indicado en el anterior apartado. Como 
inóculo, se emplearon cepas de los aislados V117 (D) y V4 (ND) transformadas 
mediante Agrobacterium tumefaciens, con el gen GFP, cuya función era la de emitir 
luminiscencia con radiación UV. Estos transformantes fueron obtenidos por el 
doctorando Mojtaba Keykha Saber. El objetivo era poder ver la distribución del 
patógeno a través de los haces vasculares de la planta, mediante el empleo de la 
microscopía confocal de fluorescencia. Así, 25 plantas de cada variedad fueron 
inoculadas con cada uno de los aislados, empleando además 15 controles no 
inoculados.  
A 
B 
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El método de inoculación empleado fue la inmersión radicular en una 
suspensión de 107 conidias/ml. (López-Escudero et al., 2004). Todo el proceso se 
realizó en invernaderos acondicionados para trabajar con organismos genéticamente 
modificados (OGM), localizados en la Universidad de Wageningen, Holanda (Figura 5). 
De hecho, todos los residuos del experimento fueron eliminados en contenedores 
especiales para ser posteriormente tratados y así evitar la propagación de este 
patógeno modificado genéticamente. 
 
 
  
  
 
 
Figura 5. Inoculación realizada en Septiembre, mediante la eliminación previa de la turba (A), 
lavado de las raíces a continuación (B), inoculación (C) y trasplante y ubicación en la bancada 
del invernadero (D). 
 
 
 
 
 
A B 
C 
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La evaluación de la enfermedad se realizó en base a los valores obtenidos del 
ABCPEP, SMF y PPM, tal y como se explica en el apartado anterior. En este 
experimento también se realizó qPCR en tiempo real de las plantas evaluadas, de la 
misma forma que en el apartado 2.1., empleando tres plantas por cada tratamiento. 
Para evaluar las muestras en el microscopio confocal de fluorescencia, se 
utilizaron igualmente tres plantas por tratamiento, tomando imágenes de tres zonas 
de la planta: baja, media y alta. Se realizaron cortes micrométricos del tallo de las 
plantas, colocando los cortes en un portaobjetos con unas gotas de agua para evitar 
que las muestras se secaran, y poniendo a continuación un cubreobjetos. 
Posteriormente se reguló el haz de luz para que se observara la fluorescencia en la 
imagen y se tomaron imágenes con distintos aumentos (x10, x40) (Figura 6).  
Los resultados de este experimento y el anterior serán publicados en un artículo 
que actualmente se está elaborando. 
 
 
  
  
  
Figura 6. Vista al microscopio de diversas muestras en ‘Frantoio’ (A) y aislado ND; ‘Picual’ con 
aislado D (B, C y D). La imagen D es una ampliación de C. 
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2.3. Trabajos adicionales: arce y fresno 
 
El objetivo de este estudio, al igual que en olivo, era conocer cómo se distribuye 
el patógeno a lo largo del tiempo en el interior de los haces vasculares de la planta en 
plantas de arce (Acer platanoides) y fresno (Fraxinus spp.), y comparar los resultados 
con los obtenidos en olivo. Por ello, 100 plantas de arce y 100 de fresno  de tres años 
de edad fueron inoculadas a principios de Agosto de 2013, mediante inyección al 
tronco con una suspensión de conidias de un aislado de Verticillium dahliae del 
patotipo no defoliante, siendo patogénico en ambas especies (Hiemstra, 1998). Para 
ello, se realizó una muesca en la corteza de cada árbol, a una altura aproximada de 
unos 20-30 cm. del suelo, para así poder introducir el inóculo mediante una inyección 
al tronco. Posteriormente, la herida realizada se cubrió con la muesca, sujeta con un 
pequeño apósito biodegradable. Todo el proceso de inoculación fue realizado previo a 
la estancia por el Dr. Jelle A. Hiemstra y por el doctorando Mojtaba Keykha Saber, en 
las parcelas que tienen en Randwijk, localidad cercana a Wageningen. Se tomaron 
muestras en el día 1, y posteriormente cada dos semanas durante el primer mes y 
medio, y a continuación una muestra a final de año y otra en primavera, 
desenterrando y cortando tres árboles de cada especie, y se realizaron qPCR en tiempo 
real de diversas partes de la planta (por ambos lados, a 5 cm. de la punción, a 10 cm., a 
15 cm. y a 20 cm.). Se llegaron a tomar entre 7 y 9 muestras por árbol, siendo el 
proceso de extracción de ADN y qPCR igual al realizado en el apartado 2.1. A su vez, se 
realizaron aislamientos del patógeno, obteniendo resultados positivos en todos los 
casos (Figura 7). 
 
 
 
 
Figura 7. Colonias de Verticillium dahliae de 
muestras de arce 
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Entre los síntomas más comunes observados en fresno, se encontró la clorosis 
(Figura 8A), necrosis (Figura 8B) y la defoliación, aunque ésta fue leve y no llegó a 
producir la muerte de la planta. De hecho, el fresno es capaz de recuperarse de la 
enfermedad, cosa que no ocurre con el arce, produciéndose una elevada mortalidad 
en este último (Hiemstra y Harris, 1998). En arce los síntomas fueron parecidos, 
mostrando defoliación severa, clorosis y marchitez (Figura 8D), aunque un síntoma 
característico en esta especie fue la reducción del tamaño de las hojas apicales (Figura 
8C). 
Como resultados preliminares, se observó que en las muestras del primer día, el 
patógeno se localizaba en torno al punto de inoculación en ambas especies. A 
continuación, las siguientes muestras en el caso de arce dio positivo en todos los 
puntos tomados, y en fresno ocurrió lo mismo. Con lo que la distribución del hongo en 
ambas especies vegetales se produjo de manera rápida, en comparación con el olivo. 
Además, se observó en el caso del arce una coloración de tono marrón oscuro en la 
zona afectada por el patógeno. 
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Figura 8. Síntomas de la enfermedad en fresno (A y B) y arce (C y D). Síntomas característicos 
en arce: disminución en el tamaño de las hojas apicales (C). 
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